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Resumen

La artritis reumatoide (AR) es una de las artropatias autoinmunes mas comunes en el estado de Sonora, la investigacion
planted el objetivo de determinar anticuerpos antipétido citrulinado (anti-CCP) en pacientes femeninas de H. Caborca,
utilizando el método IgG/IgA como forma de deteccion temprana para AR. El estudio se llevé en cuatro etapas,
primeramente, se difundié la convocatoria para la seleccién de pacientes y la toma de muestra bioldgica, segundo, se
determind la presencia de factor reumatoide (FR) por el método de latex, tercero se cuantifico anti-CCP por la técnica
ELISA, cuarto se realizé el analisis de los resultados obtenidos en el segundo y tercer paso utilizando el Software Office
365 Excel®. Se obtuvo respuesta de 75 postulantes para participar en el estudio. De acuerdo con los criterios de inclusion,
exclusion y eliminacion, se admitié a 36 pacientes siendo 46 afios la edad promedio, después del analisis de los resultados
obtenidos se alcanzaron 18 pacientes positivos débil para anti-CCP y dos con produccion de FR. Las pacientes que
presentaron FR positivo no presentaron anti-CCP confirmando que la presencia de FR no es especifica de la AR, por lo
que los anti-CCP son un marcador biolégico eficaz para el diagnéstico del padecimiento.
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Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is one of the most common autoimmune arthropathies in the state of Sonora. The research aimed
to determine anti-citrullinated peptide antibodies (anti-CCP) in female patients from H. Caborca, using the 1gG/IgA method
as form of early detection for RA. The study was carried out in four stages, first, the call for the selection of patients and the
taking of biological samples was disseminated, second, the presence of rheumatoid factor (RF) was determined by the latex
method, third, anti-CCP was quantified by the ELISA technique, fourth, the analysis of the results obtained in the second
and third steps was carried out using the Office 365 Excel® Software. A response was obtained from 75 applicants to
participate in the study. According to the inclusion, exclusion, and elimination criteria, 36 patients were admitted, with an
average age of 46 years. After analyzing the results obtained, 18 patients were weakly positive for anti-CCP and two with
RF production. The patients who presented positive RF did not present anti-CCP, confirming that the presence of RF is not
specific for RA, so that anti-CCP are an effective biological marker for the diagnosis of the disease.
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Introduccion

La autoinmunidad se define como una respuesta inmune contra uno o varios antigenos propios. Para que se
origine la autoinmunidad es necesario que exista reconocimiento previo del sistema inmune a estos antigenos
propios. Este proceso se denomina autorreactividad y es fundamental tanto en la defensa contra patdogenos
que mimetizan nuestros antigenos como contra el cancer. Las enfermedades autoinmunes son el resultado
del dafio o la pérdida de la funcion fisioldgica en 6rganos y tejidos debido a una respuesta autoinmune. Esta
distincion es importante, pues las respuestas autoinmunes pueden ocurrir sin enfermedad o como resultado
de enfermedades causadas por otros mecanismos, como infecciones viricas (Diaz Martin y col., 2017).

Las enfermedades autoinmunes se producen cuando la respuesta inmune adaptativa (antigeno
especificas) se dirige contra determinados antigenos propios. Este reconocimiento especifico esta mediado
por linfocitos T y B. Cuando estas células autorreactivas no son controladas de forma adecuada y se
diferencian en linfocitos efectores y memoria, aparece la enfermedad autoinmune. Por lo tanto, el riesgo de
autoinmunidad es el precio a pagar por tener un sistema de respuesta antigeno especifica (Bluestone y col.,
2015). La artritis reumatoide (AR) es una de las artropatias érgano inespecificas més frecuentes. La etiologia
del padecimiento yace en el reconocimiento del tejido sinovial como un antigeno, generando con ello el
inicio de una respuesta inmune adaptativa. Esto induce la produccion de autoanticuerpos dirigidos
erroneamente hacia tejido propio, lo cual ocasiona inflamacion, dafo articular y finalmente, la pérdida de la
funcion fisiologica de las articulaciones. Dicho padecimiento es de tipo cronico degenerativo debido a la
produccion constante de autoanticuerpos (Smolen y col.., 2018).

Al inicio de la enfermedad se producen principalmente dos tipos de autoanticuerpos, el factor
reumatoide (FR) y los anticuerpos ciclicos citrulinados (anti-CCP). Dichos autoanticuerpos juegan un rol
importante a nivel inflamatorio, osteoclastogénesis y nocicepcion, por lo que se utilizan como pruebas de
ayuda al diagnodstico (Bugatti y col.., 2018). Debido a su baja especificidad y sensibilidad el FR ha
presentado varias desventajas al paso del tiempo, ya que se ha demostrado que el anticuerpo puede ser
producido en otros padecimientos no reumaticos como el lupus eritematoso sistémico y el requerimiento de
altos titulos para su deteccion (Ge y col.., 2019). Por su parte los anti-CCP han mostrado un gran avance
como marcador bioldgico de AR gracias a su alta especificidad y sensibilidad en su diagnostico. Los métodos
de referencia para su cuantificacion son los inmunoensayos ligados a enzima (ELISA), donde un antigeno
inmovilizado se detecta mediante el uso de un anticuerpo unido a una enzima la cual cataliza una reaccion
colorimétrica que serd cuantificada y la quimioluminiscencia donde se cuantifica la emision de luz producto
de una reaccidon quimica (de Moel y col.., 2019). Si bien, el diagnostico para AR se basa en la clinica del
paciente (Aletaha & Smolen, 2018; Combe y col.., 2015) la presencia de anti-CCP ayudan a confirmar el
diagnostico (Aletaha & Smolen, 2018).

El 80% de los pacientes con AR son del género femenino (Rubtsova y col.., 2015) con una edad
promedio de 35 afios. En México se ha reportado una prevalencia del 1.6% de AR (Pelaez-Ballestas y col..,
2011). Al no ser una enfermedad de importancia epidemiologica los casos no son reportados, lo cual conlleva
a una estadistica nacional casi nula o inexistente, asi mismo la presencia de factores ambientales
(tabaquismo, sobrepeso y obesidad) y socioecondmicos (ejemplo en industria minera, por exposicion al silice
vinculado a desarrollar AR) en el estado condujo al objetivo de la investigacion para la determinacion de
anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado en 36 pacientes femeninas de Heroica Caborca, Sonora utilizando
el método IgG/IgA ELISA como forma de deteccion temprana para artritis reumatoide.
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Materiales y métodos

El esquema metodoldgico del estudio fue el siguiente, primero: se difundi6 la convocatoria a través de redes
sociales y comunicacion verbal para la seleccion de las pacientes y la toma de muestra bioldgica
representativa, segundo: se determind la presencia de anticuerpos reumatoideos por el método aglutinacion
en latex, tercero: se cuantifico anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado por el ensayo de inmunoadsorcion
ligado a enzima (ELISA), cuarto: se realiz6 el andlisis estadistico de los resultados obtenidos en el segundo
y tercer paso utilizando el software Excel®. Todos los materiales, insumos y reactivos se obtuvieron de
proveedores comerciales y se utilizaron siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se tomaron cinco criterios de inclusion, exclusion y eliminacion para la seleccion de los candidatos
de estudio. El rango de edad para participar en el estudio fue de 30 a 55 afios, debido a que es el intervalo de
edad en el que inicia la enfermedad; del sexo femenino, ya que se tiene predisposicion por este género; no
padecer de enfermedades como lupus y artritis, de este modo se reduce la probabilidad de que los analisis
de factor reumatoide interfieran con el estudio; no estar embarazada; ser residentes de la ciudad de H.
Caborca, Sonora, y por ultimo el candidato debera de presentarse en ayunas.

La muestra requerida fue suero en ayuno obtenida por venopuncion, en este liquido corporal se
encuentran los anticuerpos antipéptido ciclicos citrulinados. Se realiz6 la toma de muestra sanguinea en el
laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad de Sonora campus Caborca, en un tubo BD Vacutainer®
con gel separador, llevandose a cabo la separacion del suero por centrifugacion a 1,500 r.p.m. durante 10
minutos. La fraccion sérica obtenida se trasvasé a un tubo de transporte para su posterior analisis.

La cuantificacion de anti-CCP se efectud a través del kit comercial QUANTA Lite® CCP3 IgG
ELISA con nimero de referencia 70453 siguiendo las instrucciones del fabricante. Para este ensayo se
requiridé primero obtener curvas de calibracion para controles y asi, evaluar la correcta ejecucion de la
técnica. Para esto, se procesaron seis controles proporcionados por el equipo comercial (kit) siguiendo la
metodologia establecida en el inserto del analisis. El fundamento del ensayo se basa en la deteccion de las
proteinas filangrina y vimentina como blancos citrulinados para la deteccion de anti-CCP presentes en las
muestras y a través de un anticuerpo secundario unido a un cromdgeno se puede cuantificar a los anti-CCP
con base a la actividad de la reaccion enzimatica.

Previo al analisis, las muestras a evaluar debieron ser preparadas de la siguiente manera: el suero
obtenido en la primera fase experimental se diluy6 en una proporcion 1:101 (Vol./Vol.) con HRP diluyente
de muestra (diluyente proporcionado en el kit). Posteriormente, en un soporte se colocaron los 39 pocillos
que eran requeridos para el ensayo, los primeros tres se utilizaron como controles (control positivo alto,
positivo bajo y negativo, respectivamente) y los siguientes 36 se utilizaron para evaluar las muestras
problema. Para dar inicio, se colocaron 100uL de cada control y muestra problema en sus respectivos
pocillos, y se dejaron en incubacidon a temperatura ambiente (20-26°C) durante 30 minutos. Pasado este
tiempo, se retird el contenido de los pocillos con la ayuda de una micropipeta, y se procedid a realizar una
serie de tres lavados de la siguiente manera: se agregaron 200uL de buffer de lavado a cada pocillo y se
retiraba para iniciar un nuevo ciclo. Al finalizar los lavados, se agregaron 100uL. de HRP CCP3 IgG
conjugado en cada pocillo, y se procedid a incubar bajo las mismas condiciones que la primera vez
(temperatura ambiente durante 30 minutos). Transcurrido el tiempo, se efectué nuevamente un ciclo de tres
de lavados con el buffer de lavado Después, se afiadieron 100pL de cromogeno TMB por pocillo y se incubd
en obscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se adicionaron 100uL. de HRP
solucidn de parada y se dieron pequefios golpes con la yema del dedo con el fin de mezclar la solucion. Las
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lecturas de los pocillos en el equipo Stat Fax 303 Plus a 420nm como longitud de onda primaria y 630 como
longitud de onda secundaria. Todos los reactivos antes mencionados fueron proporcionados por el kit
comercial.

El analisis estadistico de los datos obtenido en cada lectura se establecid a través del software Office
365 Excel, siguiendo la siguiente formula:

ABS Muestra

1 1 = - Valor ELISA positi ébil
Valor de la muestra ABS ELISA positivo Dabil Valor ELISA positivo débi

Resultados y Discusion

Se obtuvo una respuesta de 75 aspirantes interesadas en participar en este estudio. De acuerdo con los
criterios de inclusion, exclusion y eliminacion establecidos, se admitieron a 36 pacientes con un margen de
edad entre 35 a 59 afios, siendo 46 afios la edad promedio. El grupo de pacientes admitido se clasifico segin
su edad en tres grupos. El primer grupo corresponde a 8§ pacientes con edades entre 30 y 39 afios; el segundo
con 17 pacientes con edades entre 40 y 49 afios; por ultimo, el tercer grupo con 11 pacientes con edades
entre 50 y 60 anos. Se procesaron los cinco calibradores proporcionados por los ensayos comerciales
adquiridos para la cuantificacion de anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado, cuyos resultados se muestran
en la tabla 1. Al comparar los datos obtenidos con los valores de referencia proporcionados en el inserto del
set de pruebas, se observa una igualdad en los valores lo que permite validar la técnica y los resultados
obtenidos.

Tabla 1. Resultados del procesamiento de calibradores para la generacion de la curva estdndar.

Calibrador'  Absorbanciaa450 nm  Valor (U/mL)? Valor de referencia (U/mL)?

A 0.205 15.6 15.62
B 0.395 31.2 31.25
C 0.626 62.5 62.5
D 0.864 125 125
E 1.422 250 250

I Proporcionados por el kit comercial QUANTA Lite® CCP3 IgG ELISA
2 Valor obtenido después de realizar el andlisis estadistico.
3Valor marcado por el inserto del kit comercial QUANTA Lite® CCP3 IgG ELISA

Con los datos obtenidos del ensayo con calibradores, se gener6 el grafico de la curva estandar que se
muestra en la figura 1. Esta curva estdndar se utilizé de apoyo para cuantificar anticuerpos antipéptido ciclico
citrulinado de las 36 muestras problema.
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Figura 1. Curva estandar para la cuantificacién de anticitrulinas. En el eje de las abscisas se observa la concentracion de los
calibradores (U/mL), en el eje de las ordenadas se denota una escala de 0 a 1.6 de la absorbancia a 450nm.

Los valores que indican resultados negativos van de 0.0 a 20 U/mL. Los resultados positivos van de
20.1 hacia arriba. Los valores de 20.1 a 39 U/mL indican positivo débil, mientras que los resultados por
encima de 39.1 U/mL son considerados como positivo fuerte. Acorde al analisis de los datos realizado con
el Software Office 365 Excel® se obtuvieron tres grupos de pacientes de la siguiente manera: En el primer
grupo de pacientes, cinco de las ocho se reportaron como positivo débil, equivalente a un 62.5%; en el
segundo grupo, 7 de las 17 pacientes, equivalente a un 41.17%; por Ultimo 6 de las 11 pacientes del tercer
grupo, equivalente a un 54.54%. Segin la Asociacion Mexicana de Familiares y Pacientes con Artritis
Reumatoide A.C. (AMEPAR) la edad promedio del inicio de los sintomas ocurre a los 46 afios, en este
estudio se observa que la presencia de los anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado puede ser detectado en
edades mas tempranas, logrando un diagnostico precoz de artritis reumatoide.

Los criterios del ACR/EULAR del 2010 son utilizados como el “estdndar de oro” para la clasificacion de
AR. Segun lo establecido por dichos organismos, la presencia de FR y anti-CCP contribuye a dos puntos si
son detectados y tres si sus niveles triplican el limite normal. Al examinar los resultados, sefialan que las
pacientes que presentaron anti-CCP obtuvieron dos puntos en serologia, pero no son suficientes para lograr
el puntaje requerido para entrar en la clasificacion, denotando que debieron presentar algiin otro signo o
sintoma, mismos que segun la entrevista realizada no presentaban y/o fueron omitidos por las pacientes.
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Los anti-CCP pueden ser detectados en el inicio de la AR lo que genera una ventaja para el inicio del
tratamiento con los farmacos modificadores de enfermedad (FAME), las 18 pacientes que presentan titulos
bajos de anti-CCP deberian iniciar un tratamiento dentro de los siguientes dos afios para lograr una remision
del padecimiento y detener el dafio articular (Burmester & Pope, 2017; Singh y col.., 2016). Segtin Pelaez-
Ballestas en 2011, México presentd una prevalencia del 1.6% de AR en el pais, mientras nosotros al estudiar
una pequefia poblacion encontramos una prevalencia de 50% de anti-CCP lo cual podria derivarse en
pacientes con AR, esto nos demuestra que la prevalencia actual de esta enfermedad puede ser mucho mayor
pero la carencia de estadisticas o un diagndstico oportuno y correcto disminuye su impacto social e impide
que autoridades sanitarias consideren necesario generar un grupo especializado para su estudio. Estos
resultados podrian sugerir que tal vez Caborca o bien Sonora, sean de las entidades con estadisticas elevadas
debido a la presencia de factores genéticos y ambientales que predisponen a padecer AR como lo es el
sobrepeso, obesidad, tabaquismo entre otros.

En la figura 2 se muestra la comparacion de los resultados obtenidos de factor reumatoide y
anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado. Las dos pacientes que con FR positivo carecen de la produccion
de anti-CCP, exhibiendo que los anticuerpos reumatoideos no solo se producen como respuesta a la AR. En
un estudio realizado en 2015 con 279 pacientes diagnosticados con AR precoz, se correlacionaron los
anticuerpos FR y anti-CCP con la erosion articular, demostrando que la doble positividad ante FR y anti-
CCP conduce a un mayor dafio articular a través de los afios. Si comparamos nuestros resultados con los de
H. W. Van Steenbergen, se deduce que las pacientes con produccion de anti-CCP de nuestro estudio
desarrollaran dafio tisular en menor medida que los pacientes estudiados por Steenbergen (Van Steenbergen
y col.., 2015).
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Figura 2. Comparacion de los resultados para factor reumatoide y anticuerpos anticitrulina.
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Desde hace unas décadas se sabe que existe un factor de susceptibilidad genética en la AR que contribuye
en un 50% a 60% al desarrollo de la enfermedad. Estudios realizados por Firestein (2017) encontraron la
asociacion de la AR con el gen HLADRB1*04 y algunos de sus alelos (*0401, *0404, *0405 o *0408) y
otros alelos HLADRB que codifican para una misma secuencia de aminoacidos de la tercera region
hipervariable de la cadena beta de la molécula HLA, una region que es fundamental en el proceso antigénico
y conocida como epitopo reumatoide o epitopo compartido. Tomando en cuenta la predisposicion genética
para el desarrollo de AR realizamos la conjetura que las pacientes que podrian derivarse a poblaciéon con AR
tienen altas probabilidades de expresar los genes codificadores para la molécula HLA, dicha probabilidad
aumenta de 2 a 10 veces si cuentan con un familiar en primer grado con diagnostico confirmado de AR
(Firestein & Mclnnes, 2017; Malmstrom y col.., 2017).

Una investigacion realizada por Ramirez (2020) enfocada en la etiologia de la AR describe varios
factores ambientales que conducen a un mayor porcentaje para el desarrollo del padecimiento. La exposicion
al tabaco es un factor de riesgo importante para el desarrollo de AR debido a que afecta multiples 6érganos
de diferentes sistemas, principalmente respiratorio y cardiovascular, pero también afecta el sistema inmune
produciendo una respuesta inflamatoria. Se ha observado que el tabaco afecta la respuesta inmune tanto
celular como humoral, lo cual podria tener efectos pro-inflamatorios como inmunosupresores a través de
diversos mecanismos, considerando al tabaquismo como el principal factor de riesgo ambiental asociado a
la AR inferimos que las pacientes positivas para anti-CCP tienden a una exposicion cronica a dicha sustancia.
Asi mismo, el contacto con cristales de silice es un factor de riesgo de AR. Este material lo encontramos
principalmente en la industria minera, de construccidon, cerdmicas, vidrio, agricultura y sectores como la
electronica. Sonora es el estado con mayor actividad minera del pais, por su parte en la region de H. Caborca
se encuentra la mayor cantidad de minas activas del estado. Suponiendo que las pacientes estén expuestas a
los cristales de silice, se podria atribuir que la produccion de anti-CCP ha sido influenciada por este contacto,
dicho fenomeno fue demostrado por Vihlborg en 2017. (Ramirez, 2020; Vihlborg y col.., 2017).

El conjunto de factores de riesgo de AR presentes en el estado aumenta la probabilidad de que las
mujeres sonorenses desarrollen AR en una edad mas temprana, por lo que las autoridades sanitarias estatales
debieran tomar medidas necesarias para la investigacion, diagnostico y prevencion de la AR con el fin de
llevar un mejor control de la enfermedad.

Conclusiones

De las pacientes estudiadas, dos poseen anticuerpos reumatoideos lo cual representa un 5.55% del total de
la poblacion de estudio. E1 50% de la poblacion estudiada (18 de 36) conserva anticuerpos antipéptido ciclico
citrulinado. Las pacientes que presentaron anticuerpos reumatoideos no presentaron anticuerpos
anticitrulina, lo cual confirma que la presencia de FR no es especifica para el diagndstico de artritis
reumatoide. Los anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado son un marcador bioldgico eficaz para el
diagndstico precoz de artritis reumatoide. Acorde a los resultados obtenidos se deduce que en la region de
H. Caborca, Sonora se tienen altos indices de prevalencia de AR en mujeres de 35 a 59 afos.
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