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RESUMEN EJECUTIVO

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune que afecta
cerca del 1% de la poblacion mundial.

Se han establecido pruebas de laboratorio de ayuda para el diagndéstico
gue junto con su correlacion clinica han permitido hoy dia detectar de manera
temprana este tipo de pacientes. Dentro del perfil de la evaluacion para las
enfermedades autoinmunes se encuentra en primera instancia la determinacion
de los anticuerpos antinucleares (ANAS), los cuales son caracterizados
mediante patrones visualizados en un microscopio de inmunofluorescencia. Para
la década del 2000’ se hallé un patrén granular fino denso asociado a la proteina
DFS70 nombrado Anti-DFS70. Este se ha establecido en algunas enfermedades
sistémicas autoinmunes, pero en una frecuencia muy baja en individuos AR,
mientras que se evidencia prevalencia alta en individuos aparentemente sanos,
por lo tanto, recientemente estudios lo proponen como un posible marcador para
descartar enfermedad autoinmune.

Existe muy poca literatura en poblacion latina y menos en Colombia sobre
este marcador. Por lo cual este estudio propone hacer una evaluacion de la
frecuencia de los Anti-DFS70 a través de Inmunofluorescencia con el Kit
comercial IFl test para determinaciones cuantitativas y cualitativas de
ANASImMmMuGIo™HEp-2 / DFS70 Knock-out (Immco diagnostics Ref: 1108) y
una correlacion estadistica de los resultados obtenidos en sujetos con AR,
familiares en primer grado de consanguinidad y controles sanos para apoyar su
utilidad en la fase de diagndstico inicial de enfermedad autoinmune.

Los resultados nos confirmaron la presencia de este patron en solo en
individuos saludables sistémicamente lo cual soporta la hipotesis de que este
puede ser un marcador seroldgico de ayuda para el descarte de la presencia de

enfermedad autoinmune en etapas iniciales

Palabras clave: Artritis reumatoide, anticuerpos antinucleares, proteina DFS70
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INTRODUCCION

El ensayo de anticuerpos antinucleares (ANAS) es comunmente solicitado
por los clinicos cuando existe sospecha clinica. Los anticuerpos anti
ANAS/DFS70 han atraido recientemente el interés por su relativa frecuencia en
pacientes con la prueba de ANA positivos en sujetos sin evidencia clinica de

enfermedad reuméatica sistémica autoinmune.

Su presencia ha sido documentada primariamente en pacientes con diversas
condiciones inflamatorias no-reumaticas y en individuos en condicién saludables
pero poco se han evaluado grupos de riesgo como los familiares consanguineos
con pacientes con artritis reumatoide y lo cual al estar positivos le daria al médico

un indicio de permanencia de salud en ese grupo de individuos.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de y ANAS/DFS70 en familiares en primer grado de
pacientes con artritis reumatoide comparado con pacientes con artritis

reumatoide temprana y poblacién sana.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la frecuencia de ANAS/DFS70 en pacientes con artritis
reumatoide temprana, familiares en riesgo y poblacién sana.

e Describir las caracteristicas demogréficas, manifestaciones clinicas
articulares y de laboratorio de los individuos con ANAS/DFS70 segun
diagnéstico.

e Determinar los patrones mas frecuentes de ANAS en los pacientes con

artritis reumatoide temprana, familiares en riesgo y poblacion sana.
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2. ANTECEDENTES

Por mucho tiempo la AR se clasifico6 como una enfermedad infecciosa,
gracias a signos y sintomas como la fatiga, la pérdida de peso, la fiebre, la
linfadenitis, la velocidad de sedimentacion aumentada, la leucocitosis, los titulos
elevados de anti estreptolisina y las pruebas cutaneas positivas con fracciones
de proteinas asociadas a estreptococo.! Sin embargo cuando realizaban cultivos
de muestras de sangre, liquido sinovial y membrana sinovial, para aislar el
microorganismo, no se hallaba nada. Se demostraron pruebas de aglutinacion
especificas para pacientes con AR, las cuales eran asociadas a Streptococcus
hemoliticos, en 1931 por Cecil et al.? Fue entonces donde esta reacciéon de
aglutinacion se convirtio en la prueba mas especifica para el diagnéstico de AR.

En los afos 40’ esta teoria perdi6 fuerza ya que los focos infecciosos que
supuestamente eran los desencadenantes de la enfermedad, no eran
evidenciables en los pacientes con AR e igualmente al realizar el tratamiento que
se habia establecido el paciente no presentaba mejoria.® Con esto nacio la teoria
de la alergia bacteriana, con el fin de conservar la interrelacion entre infeccion y
AR. Plantearon que los antigenos bacterianos, a través de la circulacion
sanguinea, entraban en contacto con los tejidos articulares y causaban una
descarga explosiva de sustancias capaces de producir vasodilatacion, aumento
de la permeabilidad vascular, hinchazén articular, calor y dolor.# Por esta misma
década, Rose descubri6 la presencia de anticuerpos, en el suero de paciente
con AR, capaces de combinarse con gammaglobulina heteréloga.®

En 1949 Pike et al. Ampli6 el trabajo de Rose acufiando con el nombre de
Factor Reumatoide al anticuerpo responsable de esta aglutinacion. Demostro
que al modificar la técnica inicial, los sueros de paciente con AR podian aglutinar
particulas inertes recubiertas de gammaglobulina como el colodion. Por lo tanto
la prueba de aglutinacion por estreptococo quedo obsoleta, pues eran sélo
particulas suspendidas que podian ser aglutinadas por el nuevo factor
reumatoide. Se probo asi que los factores reumatoides eran anticuerpos dirigidos
frente a inmunoglobulinas G propias, pero alteradas por razones desconocidas,

es decir, antigénicas.®
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Con el descubrimiento del Factor Reumatoide (FR) se comenz6 a plantear
la ida de la reaccion antigeno — anticuerpo en la patogénesis de la AR. En 1963
se observd que los neutréfilos y macréfagos del liquido sinovial de las
articulaciones enfermas contenian granulos citoplasmaticos completamente
diferentes de los granulos lisosémicos encontrados habitualmente. Sospechando
que aquéllos podian contener inmunocomplejos (Factor Reumatoide vy
Gammaglobulina antigénica), se comenzaron a aplicar técnicas de fluorescencia,
confirmandose finalmente la presencia de inmunoglobulina G, M y complemento
en el interior de las inclusiones fagocitadas mencionadas.’

Con el establecimiento de la técnica de inmunofluorescencia, la ciencia
dio paso enorme frente al diagnéstico que enfermedades autoinmunes. En los
afos 50’ con el interés hacia el Lupus, demostraron que en el suero de pacientes
gue padecian la enfermedad se podian inducir alteraciones en la células In vitro
y que estas alteraciones se asociaban a aumento del tamafio y aparicion de
cuerpos que parecian nucleos grandes en el citoplasma de otros
polimorfonucleares.®

En 1983, Thomas K Burnham y Cols estudiando los patrones que
mostraban las células en la técnica de inmunofluorescencia, se publicé un
articulo titulado como “The True Speckled antinuclear antibody (ANA) pattern: Its
tumultuos history”; donde se confirma la primer descripcién del patron moteado
(the speckled ANA pattern)® y establecieron que las variaciones en los patrones
de la inmunofluorescencia a nivel de los nucleos celulares muestran que los
sueros de los individuos contienen anticuerpos que reaccionan contra diferentes
antigenos que tienen otras localizaciones dentro del nucleo celular.

En 1994, se describe el descubrimiento de un patrén granular fino denso
en suero de pacientes con cistitis intersticial, que mas adelante se asoci6 a una
proteina de 70kDa y fue nombrado Anti-DFS70.1°

En el afio 2000, para la caracterizacion de DFS70, se realiz6 un estudio
con pacientes con dermatitis atopica y otras condiciones, donde mostraron una
prevalencia muy baja de estos autoanticuerpos en pacientes con enfermedades
reumaticas  sistémicas.!! Dos afios mas tarde demostraron que

DFS70/LEDGFp75 tenia la capacidad de adherirse en pequeiios fragmentos
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durante la muerte de algunas células y estos iban a ser reconocidos como
autoanticuerpos.!?

Para el 2004 con el objetivo de establecer la prevalencia de Anti-DFS70,
se comenzo a observar que este autoanticuerpo se presentaba frecuentemente
en individuos con aparente estado de salud sano.*®

Entre los afios 2008 y 2012 determinaron que Anti-DFS70/LEDGFp75 es
raramente encontrado en pacientes con enfermedades reumaticas sistémicas y
por lo tanto, se propuso este autoanticuerpo como un posible biomarcador para
exclusion de enfermedades autoinmunes.'4

Con los hallazgos frente a Anti-DFS70 y la importancia que ha tomado a
través del tiempo, en el afio 2013 la Compafiia INOVA Diagnostic lanz6 al
mercado el primer Kit comercial para la deteccién de Anti- DFS70 dirigido a la
cuantificacion de la proteina, dando lugar a la posibilidad de hacer estudios
poblacionales en individuos aparentemente sanos y establecer verdaderamente

la funcionalidad de Anti-DFS70 como un biomarcador.

3. MARCO REFERENCIAL
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Las enfermedades autoinmunes son condiciones crénicas que comprenden
un amplio espectro de patologias, con manifestaciones clinicas muy variadas.
Se trata de enfermedades complejas y poligénicas, es decir, que no siguen el
patron mendeliano de herencia

Dentro de los factores genéticos estudiados para las ellas, los mas
importantes se encuentran en los genes del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH), que codifican para la traduccién de proteinas del
antigeno leucocitario humano. Sin embargo, hay genes no HLA, que también
estan involucrados en la respuesta autoinmune y que tienen diversas
implicaciones en la génesis de estas enfermedades. Estas enfermedades se
caracterizan también por la presencia de auto anticuerpos que preceden la
expresion clinica de la enfermedad, siendo numerosos los estudios prospectivos
que demuestran su aparicion meses, e inclusive afios antes de las
manifestaciones clinicas y de su diagndstico definitivo. Esta condicion, junto con
la genética, conforma lo que se conoce como prediccion de enfermedades
autoinmune. Dentro del panel inicial de estas enfermedades los anticuerpos
antinucleares se consideran una prueba de tamizaje de gran interés clinico para
tratar de definir la fisiopatologia de la condicion que se puede definir en estados

tempranos de la enfermedad. 1%7

3.1 ARTRITIS REUMATOIDE

3.1.1 DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD Y PROBLEMATICA

La AR es una enfermedad autoinmune inflamatoria que afecta
articulaciones del cuerpo. Causa inflamacion en el revestimiento de las
articulaciones, calor, reduccion en el rango de movimiento, hinchazén y dolor.*®
Suele volverse una enfermedad crénica persistente, se caracteriza por la
inflamacion constante de la membrana sinovial articular. Con el tiempo, puede
aparecer erosion 0sea, destruccion del cartilago articular y la pérdida completa

de la integridad de la articulacion.6
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La AR produce un fuerte impacto gracias a su relacion directa con la
funcionalidad de la persona. En el mundo, cerca del 0.8% de la poblacion padece
la enfermedad, esta predomina en personas entre los 30 y los 50 afios y causa
un gran vacio econémico ya que interviene con la funcionalidad de las personas;
del promedio mundial cerca del 30% de la poblacién que da en incapacidad

permanente.!’

3.1.2 DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD

Hay una interrelacion especifica entre factores ambientales y genéticos
para el desarrollo de la enfermedad, dentro de estos se encuentran: el
tabaquismo, el sexo femenino, presencia del gen HLA-DR1 Y DR4, entre otros.!®
Es muy probable que la inmunidad humoral y celular contribuya a la patogenia
de la enfermedad. La inmunidad humoral se puede representar por la presencia
de Factores Reumatoides (FR), este conforma auto anticuerpos que ayudan al
dafio tisular. La inmunidad celular se comprueba al conocerse la activacién de
células T en la enfermedad.*®

El diagndstico de la AR es dificil, toma tiempo y es poco especifico.
Basicamente el diagnodstico de la enfermedad comprende de un analisis de
historial clinico, exploracién fisica detallada y pruebas seroldgicas e imagenes
radiologicas.

En el historial clinico, se ve como factor de riesgo tener un familiar de
primer grado que padezca la enfermedad.

El diagnostico de AR es principalmente clinico. A menudo, los pacientes
se presentan con dolor y tumefaccion en varias articulaciones. Los sintomas de
la AR varian de una persona a otra, en algunas personas, la enfermedad puede
ser leve, con periodos de actividad (en los que la inflamacién de las
articulaciones empeora) conocidos como periodos de agudizacion. En otras, la
enfermedad permanece activa continuamente y empeora, 0 progresa con el paso
del tiempo.®®

La caracteristica principal de la AR es la hipertrofia de la membrana

sinovial asociada con el crecimiento y proliferacion del tejido de granulacion
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hacia la superficie articular, como asi también hacia el interior de la articulacion;
esta inflamacién por lo general es simétrica, esto quiere decir que la inflamacién
se produce en las misma articulaciones de ambos miembros inferiores o
superiores.?°
Se puede resumir los principales rasgos clinicos en:

e Dolor

e Edema

e Hipersensibilidad

e Calor tumefaccion

¢ Rigidez

e Deformidad

e Atrofia muscular

e Limitacion del movimiento.?!

Los criterios actuales de clasificacion de la AR estan encaminados para facilitar
el estudio de las personas en etapas mas tempranas de la enfermedad. De esta
manera, el grupo de trabajo elabord los criterios de clasificacion ACR / EULAR
para la AR en el 2010.%?

Estos criterios son:
- Presencia confirmada de sinovitis en por lo menos 1 articulacion
- Ausencia de un diagnostico que explique mejor la sinovitis
- Haber obtenido una puntuacion total de 6 o mas (de un maximo de 10).
A patrtir de las puntuaciones individuales en 4 areas:
e Numero y sitio de las articulaciones involucradas (rango puntuacién de O-
5)
e Anormalidades serolégicas (rango de puntuacion de 0-3)
¢ Respuesta de fase aguda evaluada (rango de puntuacion de 0-1)

e Duracion de los sintomas (2 niveles; rango 0-1)

El gran cambio es la adicion de Anti-CCP y la mayor importancia que le dan
a esta categoria dando 0, 2 6 3 puntos basado en positividad asi como titulo. Los
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resultados no son acumulativos y la doble positividad no afecta la puntuacion,
asi:

» FR negativo y Anti-CCP negativo: O puntos

» FR positivo bajo o Anti-CCP positivo bajo: 2 puntos

» FR positivo alto o Anti-CCP positivo alto: 3 puntos

Para distinguir un positivo alto de un positivo bajo, se tiene en cuenta el limite
superior de normalidad (ULN) que deberia ser establecido para un determinado
laboratorio y prueba, asi:
* Resultado negativo: menor o igual al ULN del laboratorio y prueba.
» Positivo bajo: mayor que ULN pero inferior o igual a 3 veces el limite
superior normal para el laboratorio y prueba.
» Positivo alto*: 3 veces mayor al ULN del laboratorio y prueba

*(nota: este corresponde al CCP3.1)

Se consideran pacientes con AR temprana aquellos individuos quienes
cumplan con criterios de clasificacion del 2010 con evolucion de menos de 2

afos.

3.1.3 GENETICA DE LA AR

Los factores genéticos incrementan el riesgo de que se desarrolle la
enfermedad. La AR es una enfermedad poligénica, lo que significa que son
varios los genes que estarian involucrados en su origen. En concreto, se ha
identificado la existencia de ciertos alelos que, por mecanismos muy diversos y
complejos, podrian predisponer al desarrollo de AR.?3 Dentro de los principales,
se encuentran genes que codifican para el HLA de clase Il y varios genes no
HLA, como HLA-DRB1,STAT4, CTLA4, TRAF1, PADI4, FCRL3, TNFIP3 y TNF-
a, y mi-ARN, principalmente miR-146a y miR-499.24

Estudios realizados en familias y gemelos han mostrado la importancia
gue juegan los genes en la AR. La prevalencia de esta enfermedad en familiares
de primer grado (donde hay un afectado con AR) es considerablemente mayor

que en la poblacién general, aun cuando la AR no se transmite en las familias
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con alta frecuencia. Mientras que, los estudios de riesgo relativo para hermanos
de individuos afectados comparado con la poblacion general (individuos no
relacionados) es de 2-10 veces mayor. Se ha estimado que la heredabilidad en
la AR es del 60-70%.25 26:27

Se han asociado diversos genes que codifican proteinas, asi como ARN
no codificantes (especificamente miARN) y que participan en la respuesta
inmunolégica innata y adaptativa, en la patogénesis de la AR.?® Entre estos
genes se encuentran diversos alelos del HLA de clase I, Il y lll, citocinas,
guimiocinas, moléculas de adhesion y adaptadoras, metaloproteasas, receptores
de citocinas, quimiocinas, receptores de tipo Fc, integrinas, transductores de
sefales (cinasas, entre otros).

Dentro del locus HLA, la mayor asociacion se presenta con algunos alelos
del gen HLA-DRBL1, el cual codifica para la cadena 3 de la molécula clase 1l HLA-
DR, pero evidencia reciente indica que otros genes HLA también contribuyen al
riesgo genético. Se ha encontrado que otros serotipos HLA-DR por ejemplo HLA-
DR1 en el mediterraneo o HLA-DR14 en Nativos Americanos, estan también
asociados con la enfermedad. Con la incorporacion de técnicas de
secuenciacion de ADN se ha observado que no hay una secuencia especifica
HLA-DR en AR; sin embargo se encontré que la mayoria de pacientes con esta
enfermedad comparten una corta secuencia motivo codificada para muchos
alelos HLA-DRB1. Esta revelacion ha promovido la hipétesis de epitopo
compartido.2% 30

El epitopo compartido ha sido cominmente denominado como una
secuencia conservada de aminoacidos en la tercera region hipervariable (HV3)
de la molécula HLA-DRB1.Han sidoasociados con susceptibilidad a AR y
también con severidad de la enfermedad; recientemente han sido también
asociados a la produccion de anticuerpos contra péptidos citrulinados.?®

La “hipbtesis del epitopo compartido”, se basa en la relacién directa de
las moléculas HLA clase Il con la etiologia y patogénesis de la enfermedad
autoinmune. Estos hallazgos sugieren que cierta predisposicion a la seleccién
del repertorio de células T, la presentacién de antigenos o la alteracion en la

afinidad de los péptidos tiene un papel en la promocién de respuestas inmunes
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adaptativas autorreactivas. Otras posibles explicaciones para el vinculo entre la
artritis reumatoide y el epitopo compartido incluyen mimetismo molecular del
epitopo compartido por proteinas microbianas, aumento de la senescencia de
células T inducido por moléculas de HLA que contienen epitopo compartido y
una funcion de sefializacidon pro inflamatoria potencial que no esta relacionada
con el papel del epitopo compartido en el reconocimiento de antigenos.30 3!

Por otro lado se mostré que el TNF-a puede inducir la expresion de otras
citocinas pro inflamatorias, tales como interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-
6), las cuales tienen un papel fundamental en la gravedad y actividad de la AR.
El TNF-a ademas puede inducir la expresion de genes que codifican para
moléculas de adhesioén intracelular y vascular (ICAM y VCAM, respectivamente),
importantes en la comunicacién entre células, y metaloproteasas de matriz,
fundamentales en la destruccion del cartilago y la erosion del hueso, ademas de
inducir la sintesis de auto anticuerpos, los cuales son un factor de gravedad y

mal prondstico en la AR.32 33 34

3.1.4 IMAGENES DIAGNOSTICAS CARACTERISTICAS DE LA ARTRITIS

Como apoyo diagnaostico es clave el uso de técnicas imagenologicas. Para
AR la més utilizada es la radiografia simple, aunque la incorporacién de
ultrasonido (US) y resonancia nuclear magnética (RNM) ha permitido la
deteccion de la enfermedad en fases iniciales o tempranas.®®
Todas las técnicas de imagenes cumplen diferentes utilidades, como son
aproximacion diagnéstica, evaluacion del dafio estructural, mediciébn de la
severidad y progresion, establecimiento de efectos del tratamiento y medida
objetiva del compromiso articular.36
Las principales lesiones que me permite evaluar las técnicas
imagenoldgicas son:
o Aumento de partes blandas
o Osteopenia
o Disminucion del espacio articular

o Erosiones
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o Congruencia articular
o Quistes subcondrales
o Liquido articular

o Sinovitis

o Edema medular 6seo

De todas las alteraciones estructurales mencionadas, las erosiones y la
pérdida o disminucién del espacio articular son las que mejor reflejan el proceso
fisiopatoldgico de dario articular en la AR, y por tal razén han sido utilizadas en
la mayoria de los estudios y cuantificadas a través de indices y sistemas de
puntuacion validados para clasificar el grado o estado de lesién que ha generado

la enfermedad a nivel articular.37: 38. 39

Artritis
reumatoide

Desgaste
del hueso

Desplazamientd
del hueso

Tomado de: Ramirez C. Artritis Reumatoide. [Internet] 2015 [Citado en septiembre 25 del 2018]
Disponible en: http://bloggeneticalb18.blogspot.com/2015/05/diagnostico-clara-ramirez-jaen.html

Figura 1. Resonancia magnética de un individuo con AR indicando sus

principales alteraciones.
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Espacio
articular
saludable

de: Ramirez C. Artritis
) [Internet] 2015 [Citado en
septiembre 25 del 2018] Disponible en: http://bloggeneticalb18.blogspot.com/2015/05/diagnostico-clara-

Tomado

Reumatoide.

ramirez-jaen.html

Figura 2. Descripcion grafica del dafio del espacio articular en individuos
con AR.

Finger-XFlow

Tomado de: ESAOTE. Deteccion Precoz de Artritis Reumatoide. [Internet] [Citado en septiembre
25 del 2018] Disponible en: https://www.esaote.com/es-AR/soluciones-clinicas/prevention/early-detection-

of-rheumatoid-arthritis/

Figura 3. Ultrasonido de alta resolucién de un paciente con AR.

3.1.5 PRUEBAS SEROLOGICAS PARA EL DIAGNOSTICO

Frente a la pruebas serolégicas que complementan el diagnostico no es

posible establecer una sola prueba que concrete la AR, por lo tanto a través del
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tiempo, y con el descubrimiento de la patogénesis de la enfermedad, se han

determinado “pruebas de rutina” en el laboratorio que no solo permiten el

diagndstico, sino también el seguimiento de la enfermedad. Para la ejecucion de

estas, se utiliza una muestra de sangre y en algunos casos se evalla liquido

sinovial.

Dentro de las pruebas serolégicas se encuentran:

Proteina C reactiva (PCR): Es una proteina que se sintetiza en el higado
y se libera a la circulacion sanguinea. Su concentracibn aumenta en
presencia de inflamacion y de infeccidn, asi como después de un infarto
agudo de miocardio (IAM). Esta proteina se une a la fosfocolina expresada
en la superficie de las células muertas, y a algunos tipos de bacterias, con
el fin de activar el sistema del complemento, por la via del complejo
Clg.las técnicas de deteccion y cuantificacion de la PCR pueden ser
mediante  ELISA, aglutinacién visual, inmunoturbidimetria, la
inmunodifusion rapida y nefelometria.404t

Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG): Basicamente la prueba
constituye una forma de medir el tiempo de la sedimentacion de los
eritrocitos, esto permite indirectamente determinar el grado de inflamacion
presente en el organismo. La prueba se realiza de una extraccion de
sangre realizada con anticoagulante. Los gloébulos rojos van cayendo
dejando plasma transparente en la superficie. La caida de los glébulos
rojos se da por la adhesion de proteinas reactantes (mas comun en fase
aguda) como proteina C reactiva y fibrinégeno. La VSG no es una prueba
diagnéstica; es inespecifica y puede estar elevada en muchas y variadas
situaciones. Proporciona informaciéon general acerca de la presencia o
ausencia de inflamacion.*?

Anti-CCP: El organismo produce normalmente citrulina como parte del
metabolismo del aminoacido arginina. No obstante, en algunas proteinas,
la conversion de arginina a citrulina conlleva la formacién de compuestos
qgue forman un anillo conocido como péptido citrulinado ciclico. los Anti-
CCP son auto anticuerpos que van dirigidos contra el péptido citrulinado
ciclico (CCP). El principal epitopo que reconoce estos anticuerpos es la
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filagrina, y existe reactividad cruzada entre estos anticuerpos y los
factores antiqueratina y antiperinuclear.*®* Desde el afio 2010, la
RheumatoidArthritisClassificationdel American College of Rheumatology
considera las pruebas anti-CCP y FR como criterios para poder
diagnosticar la artritis reumatoide. Segun el American College of
Rheumatology, pueden detectarse Anti-CCP en cerca de un 50-60% de
personas con formas iniciales de AR, a partir de los 3-6 meses del inicio
de los sintomas.*

e Factor Reumatoide (FR): Es un autoanticuerpo de tipo IgM producido
contra la porcion Fc de la inmunoglobulina G. Los autoanticuerpos atacan
a tejidos propios, identificandolos como si fueran estructuras extrafias. A
pesar de que no se conoce con certeza la funcién del FR, su presencia es
uatil como marcador de actividad inflamatoria y autoinmune.*®

¢ Anticuerpos antinucleares (ANAS): Los anticuerpos que reconocen a las
proteinas “normales” del nucleo o del componente de una célula se
denominan anticuerpos antinucleares. Existen dos meétodos para
determinar los ANAS, mediante ELISA 'y por IFI. IFI, resulta méas sensible,
permite determinar patrones de tincion asociados a diferentes
enfermedades. ELISA es menos sensible, no resulta posible determinar

en un solo ensayo diferentes perfiles pero es de bajo costo.*

3.2 ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (ANAS)

3.2.1 DEFINICION DE ANAS

El sistema inmune produce una gran cantidad de proteinas llamadas
anticuerpos. Los anticuerpos estan formados por glébulos blancos (leucocitos) y
se desarrollan en el sistema inmune. Los anticuerpos reconocen y combaten los
organismos infecciosos que llegan al cuerpo. Cuando un anticuerpo reconoce
las proteinas extrafias de un organismo infeccioso, recluta a otras proteinas y

células para combatir la infeccion.
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Algunas veces, estos anticuerpos cometen el error de identificar a
proteinas normales y de origen natural en nuestro cuerpo como seres “extrafnos”
y peligrosos. Cuando estos anticuerpos se equivocan e identifican como
extrafias a proteinas de origen natural (o proteinas propias), se los denomina
auto anticuerpos. Estos auto anticuerpos comienzan la cascada de la inflamacion
y hacen que el cuerpo se ataque a si mismo

Los anticuerpos antinucleares son inmunoglobulinas que reconocen
componentes celulares antélogos (nucleares y citoplasmaticos), estos pueden

ser naturales, autoinmunes o infecciosos.

3.2.2 CLASIFICACION DE ANAS

En circulacion pueden estar presentes tres tipos de ANAS. Uno de ellos
esta presente en todos los individuos a titulos relativamente bajos y forman parte
del repertorio de los ANAS naturales.*” Estos ANAS naturales se caracterizan
porque son producidos por linfocitos B CD5+, son de baja avidez, principalmente
de isotipo IgM, no se asocian a manifestaciones clinicas y participan en la
depuracion de moléculas propias dafiadas y en la red de regulacion idiotipo-
antiidiotipo.

Los infecciosos, son producidos en respuesta a estimulos antigénicos
externos (infecciones) y sus titulos se regulan inmediatamente se resuelve la
infeccion. Se caracterizan porque son de alta avidez, pueden ser de tipo IgG, IgA
e IgM, no se asocian a manifestaciones clinicas de autoinmunidad y tienen la
capacidad de reconocer componentes ubicuos (ADN, fosfolipidos, etc.).

Los ANAS autoinmunes, son de origen multifactorial (pérdida de tolerancia
inmunoldgica, carga genética, interaccion con el medio ambiente, cambios
hormonales, otros); El estimulo que origina su sintesis es enddégeno o exdgeno.
Sus titulos tienden a elevarse a lo largo de la enfermedad. Se caracterizan
porque son de alta avidez, principalmente son de tipo IgG, aunque en ocasiones
se pueden identificar IgA y/o IgM, tienen la capacidad de reconocer componentes

ubicuos (ADN, fosfolipidos, etc.).48 49,50
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3.2.3 RELEVANCIA DE LOS ANAS

La deteccion de ANAS se ha convertido en algo clave para diferentes
enfermedades reumaticas, tales como el Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
Sindrome de Sjogren (SS), Esclerosis Sistémica Progresiva (ESP), Polimiositis
(PM) y Artritis Reumatoide (AR). ANAS son Utiles en el estudio de estas
enfermedades autoinmunes. Cada una de ellas dispone de una coleccién
particular de anticuerpos que ayuda, a poder establecer el diagnostico y ademas,
a sefialar el prondéstico de la enfermedad.>!

3.2.4 TECNICAS UTILIZADAS PARA LA DETECCION DE ANA

Las técnicas mas utilizadas para la deteccion de ANAS son ELISA e IFI.
Es de preferencia el uso de IFI ya que esta técnica cuenta con variables
cuantitativas y cualitativas. Por lo que puede concluirse de su interpretacion, el
titulo de la ultima dilucién obtenida y el patron de fluorescencia observado. La
magnitud del titulo es relevante, ya que los ANAS pueden ser positivas en

muchas enfermedades y, como ya se ha descrito, hasta en personas sanas.>?

3.3 INMUNOFLUORESCENCIA

La inmunofluorescencia se utiliza para la deteccidn de estructuras subcelulares,
es un conjunto de técnicas en donde se emplean anticuerpos para detectar y
localizar, antigenos especificos en células y/o tejidos.

3.3.1. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA ANAS:

Para esta técnica, el antigeno debe esta fijado en el portaobjetos, luego se
agregara la muestra en donde se sospecha que estan los anticuerpos dirigidos
contra el antigeno, pero este anticuerpo no contiene ninguna sustancia de
marcaje. Luego de esta primera reaccién, se agrega una anti-inmunoglobulina
humana marcada, que se unira al primer complejo formado. Luego esto sera

posible visualizar con previa excitacion de luz.>*
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Para la incorporacion de Inmunofluorescencia indirecta en la deteccion de
ANAS, el sustrato a utilizar para la deteccion es muy importante, ya que los
antigenos o auto anticuerpos pueden estar en algunos tejidos en
concentraciones muy bajas.

La linea celular HEp-2 corresponde a la linea celular de carcinoma de
células escamosas de esd6fago humanas. Son un tipo particular de células de
cultivo neoplasicas inmortalizadas que se utilizan en investigacion cientifica, ya
que al ser una linea celular epitelial su concentracion esta aumentada. Otra
caracteristica de estas células es que tienen mas de 46 cromosomas, mas de
dos nucleolos y, por ser células muy activas metabdlicamente, tienen una gran
cantidad de mitocondrias. Su ndcleo es mas grande que el de cualquier célula
epitelial normal, por ello la observacién de patrones nucleares y citoplasmaticos
es efectivo y relativamente sencillo.>°
Figura 4. llustracion de la fisiopatologia de Artritis Reumatoide y la relaciéon con
ANAS.
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3.3.2 PATRONES DE ANAS DETECTADOS MEDIANTES IFI

Basados en la ICAP (International Consensus on ANA Patterns) que

establece la clasificacion y los principales patrones de ANAS detectados
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mediante IFI, se clasifican estos patrones en tres: nucleares, citoplasmaticos y
mitoticos.

Dentro de cada clasificacion, se nombran los patrones con un cédigo, un patron,
un sinébnimo del patrén, su respectiva descripcién, se asocian a antigenos

especificos y a ciertas enfermedades.

Tabla 1. Caracterizacion de patrones nucleares de ANAS segun el ICAP

. , SINONI-
CODIGO PATRON IMAGEN
MO
Nuclear
AC-1 homogé- Difuso
neo

I{IUARI:II;‘“EI‘E: : KAI FECHNER
Figura 5. Patron ANAS AC-1

Fluorescencia homogénea y regular en todo el nucleoplasma.

Los nucleolos pueden tefiirse o0 no tefirse dependiendo del
DESCRIP-

CION sustrato celular. Las células mitéticas (metafase, anafase y

telofase) tienen la masa de cromatina intensamente tefiida de

forma hialina homogénea.
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Nuclear

AC-2 denso fino | Ninguna
moteado
T
Figura 6. Patron ANAS AC-2
Patron moteado distribuido en todo el nucleo interfasico con
heterogeneidad caracteristica en el tamafio, brillo y distribucion
DESCRIP. de las motas. A lo largo del nucleo interfasico, hay algunas
) areas mas densas y sueltas de motas (caracteristica muy
CION importante). La placa en metafase muestra un fuerte patrén
moteado con algunas manchas gruesas que se destacan.
Asociado al antigeno DFS 70
AC-3 Centro- Cineto-
mero coro
L'd'é‘lﬁﬁ.l’u";”“;“*‘“f“
Figura 7. Patron ANAS AC-3
DESCRIP. Manchas gruesas discretas (40-80 células) dispersas en
CION células interfasicas y alineadas en la masa de cromatina en las

células mitéticas
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Nuclear
AC-4 . Granular
fino '
fino
moteado

IMAGE BY : WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
INOVA HEP-2

Figura 8. Patron ANAS AC-4

Pequefias motas finas a través de todo el nucleoplasma. Los
DESCRIP- nucleolos pueden estar tefiidos o no tefidos. Las células
CION mitoticas (metafase, anafase y telofase) tienen la masa de

cromatina no tefiida

Moteado
AC-5 nuclear Matriz
grande / celular

grueso

IMAGE BY : ALESSANDRA DELLAVANCE AND LUIS ANDRADE
BION HEP-2

Figura 9. Patron ANAS AC-5

Manchas gruesas en todo el nucleoplasma. Los nucleolos

DESCRIP- pueden estar tefiidos o no tefiidos. Las células mitéticas
CION (metafase, anafase y telofase) tienen la masa de cromatina no
tefiida.
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Multiples NSPI,
AC-6
punto cuerpos
nucleares | de PML
Iimlﬁll,i‘E“E"‘/ < KAIFECHNER
Figura 10. Patron ANAS AC-6
DESCRIP- | Puntos nucleares discretos contables (6 a 20 puntos nucleares
CION / célula).
Cuerpo
Pocos en
AC-7 _
puntos espiral,
nucleares | cuerpos
Cajal
{mlﬁﬁgvz WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
Figura 11. Patrén ANAS AC-7
DESCRIP- Puntos discretos contables (1 a 6 puntos nucleares / célula).
CION Estos se conocen como cuerpos de Cajal o cuerpos en espiral.
Nuclear
AC-8 ] _
homogéne | Ninguna
0

IMAGE BY : KAI FECHNER
EUROIMMUN

Figura 12. Patron ANAS AC-8
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DESCRIP- | Fluorescencia difusa de todo el nucléolo, mientras que la placa
CION de metafase no muestra tincion.
Cumpl
AC-9 g Ninguna
Nucleolar
'z'.fé‘flﬁ.fu‘ﬁ KAI FECHNER
Figura 13. Patréon ANAS AC-9
DESCRIP- | Tincién irregular de los cuerpos de nucleolos y Cajal con una
CION tincion pericromosdmica en las placas metafasicas.
Nucleolar | Nucleolar
AC-10
punteado | moteado
!’.fﬁu[fﬁ.fu‘f. KAI FECHNER
Figura 14. Patron ANAS AC-10
Granos distribuidos densamente pero distintos en los nucleolos
de las células interfasicas. En las células en metafase, se
DESCRIP- pueden ver hasta 5 pares brillantes de las regiones
CION organizadoras nucleolares (NOR) dentro del cuerpo de la

cromatina. El citoplasma de las células mitoticas puede ser

ligeramente positivo.
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AC-11

Sobre
nuclear

liso

Borde
nuclear,
membran
a nuclear
membran

osa

IMAGE BY : EDWARD CHAN

Figura 15. Patron ANAS AC-11

DESCRIP-
CION

Tincién homogénea del ndcleo con mayor intensidad en su

borde externo y sin tincion en las placas de metafase y anafase

de la cromatina. Hay una acentuacion peculiar de la

fluorescencia en los puntos donde las células adyacentes se

AC-12

Sobre
nuclear

punteado

Poros de
la
membran

a nuclear

tocan entre si.

IMAGE BY : WERNER KLOTZ
INOVAHEP-2

Figura 16. Patron ANAS AC-12

DESCRIP-
CION

La envoltura nuclear revela una tincion punteada en las células

interfasicas, con acentuacion de la fluorescencia en los puntos

donde las células adyacentes se tocan entre si. Sin tincion de

las placas de metafase y anafase de la cromatina.
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AC-13

¥

Similar a NINGU-
PCNA NA
Y 4

o -

-0 .y
GEBY : CARD o TN
IMAGEBY  GAROL PEEBLES AN EN ml‘:.

Figura 17. Patron ANAS AC-13

DESCRIP-
CION

y dispersas con tincion nucleolar ocasional (fase S tardia y fase

Tincion nucleoplasmética moteada pleomorfica, con
variabilidad en tamafio y brillo de las motas. En la interfase,
algunas células son negativas (fase G1), algunas estan

intensamente tefiidas (fase S) y algunas presentan motas raras

G2 temprana). Las células mit6ticas no estan tefiidas.

AC-14

CENP-F-
like

MSA-3,
NSp-Il

IMAGE BY : KAI FECHNER 3
EUROIMMUN

Figura 18. Patron ANAS AC-14

DESCRIP-
CION

Patron moteado nuclear con sorprendente variabilidad en la
intensidad con la tincion mas fuerte en la fase G2 y la tincion
més débil / negativa en G1. Los centromeros son positivos solo
en prometafase y metafase, revelando multiples puntos
pequefios y débiles alineados. Las células prometafase
frecuentemente muestran una deébil tincion de la envoltura
nuclear. Durante la anafase y la telofase, algunos sueros

muestran una intensa tincidon en el anillo ubicado en la zona
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media (es decir, cuerpo medio, cuerpo del tallo) donde se

produce la division de las células hijas. El citoplasma

circundante de las células mitéticas esta difusamente tefido.

Tabla 2. Caracterizacidén de patrones citoplasmaticos de ANAS segun el ICAP

) . SINO-
CODIGO PATRON IMAGEN
NIMO
Citoplasma
o Como la
AC-15 tico fibrilar .
_ actina
lineal
I!#&EE‘FUYH KAI FECHNER
Figura 19. Patron ANAS AC-15
Este patron se caracteriza por fibras cito esqueléticas
DESCRIP- | decoradas, a veces con pequefios depdsitos discontinuos. Las
CION tinciones tipicas muestran cables estriados de actina que
abarcan el eje largo de las células.
Citoplasma
tico fibrilar .
AC-16 _ Ninguna
filamentos
o]
!EIUAK%E"E"‘I : KAI FECHNER
Figura 20. Patron ANAS AC-16
DESCRIP- Tincién de micro tubulos y filamentos intermedios que se
CION extiendes desde el borde nuclear.
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Segmentar

ia fibrilar .
AC-17 . | ninguna
citoplasma
tica
IMAGE BY : CARLOS AVON MOHLEN
Figura 21. Patron ANAS AC-17
DESCRIP- Decoracion mejorada de segmentos cortos, cuerpos densos
CION periodicos, a lo largo de las fibras de estrés.
Cuerpo
Puntos
_ GW,
discretos
_ | cuerpo
citoplasma
AC-18 _ de
ticos /IGW
procesam
cuerpo- .
iento,
como . IMAGE BY : WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
IISOSoma INOVAHEP-2
Figura 22. Patron ANAS AC-18
DESCRIP- Tincién de cuerpos de GW en el citoplasma de células
CION interfasicas con altos nimeros en células S 7 G2 tardias.
Citoplasma )
. Homogen
AC-19 tico denso
eo
moteado
rmﬁm KA FECHNER '
Figura 23. Patron ANAS AC-19
DESCRIP- El patron aparece turbio, casi homogéneo en todo el
CION citoplasma.
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Citoplas-

AC-20 maético fino | Moteado
moteado
IAGEBY: EOWARDCHAN
Figura 24. Patron ANAS AC-20
DESCRIP- | Pequefias manchas dispersas en el citoplasma, principalmente
CION con fondo moteado fino homogéneo o denso.
Reticular | Similar a
AC.21 citoplas- las
matico/ | mitocondr
AMA ias
gy e,
Figura 25. Patron ANAS AC-21
DESCRIP- | Tincion filamentosa granular gruesa que se extiende a lo largo
CION del citoplasma.
AC-22 Polar / Ninguna
Golgi like
e o
Figura 26. Patron ANAS AC-22
DESCRIP- Manchas perinucleares discontinuas moteadas o granulares
CION discontinuadas con distribucién polar en el citoplasma.
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Varillas y

AC-23 ' Ninguna
anillos
ImEEEEVZ WERNER KLOTZ
Figura 27. Patron ANAS AC-23
Diferentes estructuras de varillas y anillos en el citoplasma de
DESCRIP- ] _ o _ ] .
CION las células interfasicas. Algunas barras y anillos mas pequefios

también pueden depender del nucleo.

Tabla 3. Caracterizacion de patrones mitoticos de ANAS segun el ICAP

) ) SINONI-
CODIGO PATRON IMAGEN
MO
Centroso- | Centrio-
AC-24
ma los
IMAGE BY : MANFRED HEROLD
Figura 28. Patron ANAS AC-24
DESCRIP- | Distintos centriolos (1-2/célula) en el citoplasmay en los polos
CION del huso mitdtico.
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AC-25

Fibras

. Ninguno
fusiformes
IMAGE BY : LUIS ANDRADE
Figura 29. Patron ANAS AC-25
Las fibras del huso entre los polos estan tefiidas en células

mitéticas, asociadas con la decoracion en forma de cono de los

polos mitéticos. Las fibras del huso cubren patrones similares a
DESCRIP- . _

CION NuMA y no NuMA. El patrén similar a NUMA ha asociado
motas nucleares distintas. Solo los patrones que no son NUMA
se muestran aqui mientras que los patrones similares a NUMA

se muestran en el grupo similar a NuMA
MSA-1,
Como
AC-26 centro-
NuMA N
philin
IMAGE BY : WERNER KLOTZ
Figura 30. Patron ANAS AC-26
DESCRIP- _ _
CION Manchas moteadas nucleares con fibras fusiformes.
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Cuerpo
Puente
AC-27 . del tallo,
intercelular '
midbody

IMAGE BY : WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
INOVA HEP-2

Figura 31. Patron ANAS AC-27

DESCRIP- | Tincién del puente intercelular que conecta las células hijas al

CION final de la division celular, pero antes de la separacién celular.

Proteina
de la
cubierta
cromoso
mica,
antigeno
Sobre de la
AC-28 cromosomi | célula en
co mitético | division,

autoan-

IMAGE BY : WERNER KLOTZ & MANFRED HEROLD
INOVAHEP-2

Figura 32. Patron ANAS AC-28

tigeno del
Cromoso
ma
mitotico
(MCA)

DESCRIP- Coloracion punteada de cromosomas en pro y metafase sin

CION tinciéon de las células interfasicas.
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Imégenes tomadas de: International Consensus of ANA patterns. . [Internet] 2018 [Citado en

septiembre 29 del 2018] Disponible en: https://www.anapatterns.org/
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3.4 DFS70

Corresponde a una proteina de 70kDa también conocida como “Lens
Epithelium Derived Growth factor” o "DNA binding transcription coactivator p75".
Se denomind DFS-70 por el patrén identificado en IFI “Dense Fine Speckles 70”.

La proteina “Lens Epithelium Derived Growth factor” LEDGFp75 fue
caracterizada por tres grupos de investigacion independientes y se identificé que
p75 es el coactivador transcripcional de la proteina y como un factor de
crecimiento para células epiteliales.® 57

Representa numerosas funciones fisiologicas, dentro de las que constan:
servir como cofactor de replicacion del virus VIH a través de su interaccion con
la integrasa viral, también promover la supervivencia de las células y mejorar la
resistencia al estrés celular. Por estas caracteristicas, algunos investigadores
también lo plantean como “autoanticuerpo protector”

En los ultimos afos distintos investigadores, han propuesto a los
anticuerpos Anti-DFS70 como marcadores biologicos Utiles, para excluir a los
pacientes con enfermedad autoinmune. Esta sugerencia principalmente se ha
basado en la observacion de gque estos anticuerpos son mas frecuentes en
individuos sanos que en los pacientes con SARD.58

Los Anti-DFS70 ocurren también en pacientes, con una variedad de
condiciones inflamatorias crénicas: cistitis intersticial, dermatitis atopica, alopecia
areata, enfermedad de Behcet, enfermedades oculares y pacientes con cancer.
Ademas es hallado en el 10% de individuos sanos. En un estudio, se han
detectado anticuerpos Anti-DFS70 en el 11% de 597 trabajadores de los
hospitales japoneses, pero en sélo alrededor del 2% de los pacientes con SARD.
La causa de la baja prevalencia observada en SARD no es clara, sin embargo,
incluyen factores demograficos, étnicos, influencia terapéutica y sin duda, el
método utilizado para la deteccién de auto anticuerpos.>®

Estadisticamente, la mayor prevalencia de anticuerpos Anti-DFS70, ha
sido reportada en pacientes con sindrome de Vogt-Harada (66,7%) y la
dermatitis atépica (30%), seguido de los individuos aparentemente sanos (~

10%), mientras que la prevalencia en la AR es significativamente inferior (~ 1%
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-2%) y a diferencia de los resultados de ANAS que aumentan su positividad con
la edad en individuos sanos, los Anti-DSF70 decrecen en esta circunstancia.®®

Las investigaciones sobre DFS70 han predominado en adultos. Estan
comenzando a realizar investigaciones para también tratar de establecer la
prevalencia de Anti-DFS70.

En estados unidos, en asociacion con diferentes universidades y
hospitales de estados como California, Chicago, Houston, entre otros,
desarrollaron un muestreo poblacional, donde incluian nifios de diferentes
edades, sanos y también con enfermedades reumaticas como, Lupus sistémico,
Artritis idiopatica juvenil, esclerodermia localizada y enfermedad del tejido
conectivo. En este estudio la prevalencia general de Anti-DFS70 fue baja, pero
tiene relacion con el rango que se ha reportado en adultos que corresponde al
2-10%. El porcentaje de pacientes sanos que tuvieron Anti-DFS70 en este
estudio fue de 4.5%. La diferencia de prevalencias de los resultados estuvo entre
los pacientes sanos y pacientes con esclerodermia localizada. Es necesario
seguir realizando estudios poblacionales sobre la prevalencia de Anti-DFS70; el
articulo sugiere que es necesario clasificar con mayor criterio la poblacion,
incluyendo factores como raza, factores ambientales, atencién demografica,
entre otros.5!

La deteccién de Anti-DFS70 por IFI es frecuente con la utilizacién de la
linea celular HEp-2 como sustrato. El Anti-DFS70 SE observa como un patron
moteado fino denso. La prevalencia de su imagen de fluorescencia, muestra una
significativa variabilidad en cuanto a los resultados en células HEp-2, de
diferentes marcas. Estas variaciones pueden ser atribuidas a la fijacion de los
sustratos celulares y las condiciones de cultivo, entre otros.®?Muestras con
patrones moteados finos denso deben ser testeados para anti-DFS70 por un test
confirmatorio y un ANASscreen conteniendo varios autoantigenos. Los pacientes
con ANASscreen negativos y DSF-70 positivo presentan baja probabilidad de
tener SARD. Los pacientes con ANAS positivo ya sea en combinacion con un
DSF-70 positivo 0 negativo resultan de una incrementada probabilidad de tener
SARD.®

4. METODOLOGIA
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Participantes en el proyecto.

En el presente macroproyecto de investigacion, se conto con la participacion
de periodoncias, reumatologos y bacteriologos.
La estudiante de bacteriologia particip6é en la ejecuciéon de la determinacion de
los anticuerpos antinucleares por la técnica de inmunofluorescencia indirecta,
seleccidon y pareamiento de manera aleatoria de pacientes y controles. También
en la generacion de bases de datos, participacion de analisis de estadisticos
para lo cual estuvo en permanente acompafiamiento, redaccion de resultados y
discusion final.
La clasificacion clinica de los pacientes fue realizada exclusivamente por los

médicos reumatdlogos con base en los criterios internacionales referidos

Tipo y disefio general del estudio:

Estudio de corte transversal.
4.1Poblacién:
Individuos mayores de 18 afios de edad y menores de 65 con familiares en
primer grado de pacientes con artritis reumatoide y poblacion sana.

4.1.1 Seleccion y tamafio de la muestra:

La seleccion de la muestra se efectud por conveniencia entre la poblacion
de individuos mayores de 18 afios familiares en primer grado de pacientes con
artritis reumatoide y voluntarios sanos, todos ellos participantes del actual

proyecto de Colciencias Convocatoria de Salud 2014.

4.1.2 Criterios de inclusion grupo control:

. Individuos mayores de 18 y menores de 65 afos, que aceptaron participar
en el estudio y que ofrecieron con cierta seguridad la posibilidad de un
seguimiento razonable para los objetivos del estudio y que firmaron

voluntariamente el formato de consentimiento informado.
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4.1.3 Criterios de exclusion grupo control:

. Individuos con proceso infeccioso en curso o diagnostico de neoplasia.

. Individuos con diagndstico de diabetes mellitus tipo 2.

. Individuos con discapacidad mayor, definida como clase funcional

. Individuos que se rehusaron a entrar al estudio y por tanto no firmaron el

consentimiento informado.
. Individuos con dificultades para completar la informacion pertinente.

. Individuos que hubieran recibido antibiéticos en los ultimos 3 meses.

4.1.4 Criterios de inclusion familiares en primer grado:

Individuos mayores de 18 y menores de 65 afios, que aceptaron participar en
el estudio con consanguinidad en primera linea de pacientes con artritis
reumatoide.

e Criterios de inclusion pacientes con Artritis Reumatoide: pacientes entre

18 y 65 afios diagnosticados con artritis reumatoide segun la clasificacion
del colegio americano de reumatologia, que no presenten otra
enfermedad autoinmune simultanea. % (ver anexo 1)

e Exclusion para familiares de Artritis Reumatoide:

Individuos con antecedentes de enfermedades cronicas inflamatorias
conocidas (como Cistitis intersticial, dermatitis atOpica, etc.), embarazo o
lactancia, proceso infeccioso en curso, con diagnéstico de enfermedad
autoinmune, pacientes que se rehusen a firmar el consentimiento informado,

cancer, diabetes mellitus.

4.2 Definicion de variables:

Tabla 4. Definicién de Variables Demograficas, clinicas y seroldgicas para

la poblacion de estudio

VARIABLE | NATURALEZA ESCALA OPERACIONALIZACION
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Edad en afos en el

EDAD Cuantitativa Razon momento de ingreso al
estudio
Discreta Nominal Atributos: masculino o
SEXO . . . . .
dicotomica dicotdmica femenino
Casado
ESTADO ) _ Soltero
Discreta Nominal . '
CIVIL Union Libre
Separado
Nivel Educativo Primaria
NIVEL _ . Bachillerato
Discreta Ordinal . o
EDUCATIVO Universitario
Técnico
Fumador activo
CONSUMO
_ . Exfumador
DE Discreta Nominal .
Pasivo
CIGARRILLO _ o
Sin contacto con cigarrillo
Tiempo transcurrido en
TIEMPO DE . )
) afios desde que se hizo el
ENFERME- Continua Intervalo . o .
diagndstico clinico por
DAD )
reumatologo.
CONTEO DE ] _ _
Numero de articulaciones
ARTICULA- .
_ dolorosas al examen fisico
CIONES Continua Razon
sobre un conteo total de 28
DOLORO- .
para los pacientes con AR
SAS
CONTEO DE . .
Numero de articulaciones
ARTICULA- _ _
) inflamadas al examen fisico
CIONES Continua Razon
sobre un conteo total de 28
INFLAMA- _
para los pacientes con AR
DAS
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Valor de PCR ultrasensible
realizado por

guimioluminiscencia de la

PCR Continua Razén muestra tomado en el
momento de ingreso del
estudio
Valor de VSG tomado en el
' momento de ingreso del
VSG Continua Razdn _
estudio
Valor de Anti-CCP realizado
por ELISA de la muestra
ANTI-CCP Continua Razén tomado en el momento de
ingreso del estudio
Valor de FR de la muestra
FACTOR
) tomado en el momento de
REUMATOI- Continua Razon _ _
ingreso del estudio
DE
Presencia de PATRON
_ Nominal ANAS en el SUERO del
ANAS Discreta o _
dicotomica paciente por IFI
Valor de anti ANAS/DFS70
realizado por
) guimioluminiscencia de la
ANAS/DFS70 Continua Razon

muestra tomado en el
momento de ingreso del

estudio
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4.3 Muestras: Se tomaran las muestras crioconservadas en la seroteca
de la cohorte del Hospital Militar Central de Bogota con diagndstico de
familiares en primer grado y pacientes sanos que hacen parte del
proyecto actual Colciencias Convocatoria de salud 2014. Solo
muestras de suero se utilizaran para éste procedimiento. Suero
hemolizado, lipémico o contaminado no fue usado por posibles

interferencias con el test.

4.4 Pruebas de laboratorio:

Marcadores:
¢ Velocidad de Sedimentaciéon Globular (VSG)
e Proteina C Reactiva (PCR)
e Anticuerpos Antipéptidos Citrulinados Ciclicos (Anti-CCP)
e Factor Reumatoide (FR)
o Anticuerpos anti nucleares (ANAS y ANAS/DFS70)

4.4.1 Velocidad de sedimentacion globular (VSG):

Medicion de la velocidad Globular: (Test 1 THL Ali FAX®)

Se remitio al Instituto de Referencia Andino (IRA) para determinacion de
la VSG, se realizé por el método de Westergreen. En ésta técnica mide la
velocidad de sedimentacion de los glébulos rojos en una hora, utilizando sangre
anticoagulada que se introduce en una columna. La columna utilizada esta
graduada hasta 100mm? con un didmetro de 1mm. El resultado al finalizar la hora
cronometrada, indica cuantos milimetros cubicos se sedimentaron o asentaron
los glébulos rojos durante una hora (Piedras y col 2003). Valor de referencia:
Mujeres: 17-50 afos (3-9mm/h), 50-60 afios (4-14mm/h), >60 afos (5-15mm/h).
Hombres: 17-50 afios (1-7mm/h), 50-60 afios (3-9mm/h), >60 afios (2-10mm/h).

4.4.2 Proteina C Reactiva (PCR):
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Medicion de PCR ultrasensible: (Immulite DPC)

Se realiz6 por quimioluminiscencia, esta es definida como la emision de
luz asociada con la disipacion de la energia con una sustancia electronicamente
excitada. Si los electrones de un componente luminiscente son estimulados por
una luz en estado normal, estos dan energia en forma de luz cuando ellos
regresan al estado basal. El resultado final serd en mg/L. Valor de referencia:

<3mg/L (negativo).

4.4.3 Anticuerpos Anti Péptidos Citrulinados ciclicos (Anti-CCP):
Cuantificacion de Anticuerpos Anti Citrulinado por ELISA:

Se utiliz6 para la medicién cuantitativa de IgG/IgA contra péptido

citrulinado en suero un sistema ELISA tipo sandwich (INNOVA).

La molécula que se investigd presente en la muestra de suero, se unié a
los anticuerpos absorbidos en la placa; Los anticuerpos unidos al péptido
citrulinado reaccionaron con un complejo IgG unido a peroxidasa de rabano, se
adiciono el sustrato respectivo y el color obtenido fue proporcional a la cantidad
de anticuerpos anti CCP que present6é la muestra. El resultado final sera en
Unidades ELISA/mL. Valor de referencia: <20 EU (negativo).

4.4.4 Factor Reumatoide (FR):

Medicion de Factor Reumatoide IgM (Spinreactref 110705)

Se midi6 por técnica de turbidimetria cinética, se detecto la parte de la luz
que es residual posterior al choque de ella en una variedad de angulos. Al suero
del paciente se le agreg6 un anticuerpo dirigido contra el factor reumatoide el
cual en caso positivo formé un agregado sobre el cual un laser detectara y
generara dispersion de la luz, la cual fue cuantificada e informada en Ul/mL y se

considero positivos resultados superiores a 20 U
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4.4.5 Determinacion de ANAS y ANAS/DFS70:

IFI  test para determinaciones cuantitativas Yy cualitativas de
ANASImMmMuGIo™HEp-2 / DFS70 Knock-out (Immco diagnostics Ref: 1108)

La determinacion de ANAS se realizard& mediante técnica de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), utilizando como sustrato HEp-2cells / DFS70
KO Slide. Para su adecuada conservacion los kits de ANAS se mantendran
almacenados a una temperatura de 2 a 8°C, acuerdo recomendaciones del
fabricante.

El suero de los pacientes se hara reaccionar sobre las laminas con el
sustrato HEp-2, se realizaran tres diluciones para el tamizaje: 1/80, 1/160 y
1/320siendo positivas aquellas con fluorescencia a partir de éste titulo. Cada
test sera corrido con sus respectivos controles Positivos y Negativos.

Los patrones observables en el sustrato HEp-2 incluyen:

- Homogéneo: todo el interior del nucleo fluorescente con un patrén difuso.

- : la membrana nuclear se resalta mas intensamente como un fino
patrén linear.

- Membranoso: Con disminucion de la intensidad de la tincion alrededor del
nucleoplasma del centro de los nucleos.

- Moteado: discreta fluorescencia de fina a gruesa a través del nucleo.

- Nucleolar: los nucléolos se tifien como multiples cuerpos solidos dentro
del nucleo.

- Centrémero: grandes manchas de namero finito. El antigeno reactivo es
segregado con los cromosomas condensados en células bajo mitosis.

- Granular fino denso en el nucleoplasma de la interfase celular,
tipicamente excluyendo los nucléolos con una tincion brillante de los

cromosomas en fase celular mitética

4.5 Plan de andlisis:
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Se realizara un estudio de corte transversal con componente analitico
entre una cohorte de pacientes mayores de 18 y menores de 65 afios con
diagnostico confirmado de familiares en primer grado e individuos sanos, que
estan participando en el proyecto actual Colciencias Convocatoria de salud 2014,
con el fin de determinar el perfil de ANAS-IFI y ANAS/DFS70 y su asociacion con
el estado de salud, para lo cual se tomaran muestras crioconservadas en la
seroteca, siendo sometidas inicialmente a un proceso de descongelado y
posterior determinacion de anticuerpos, ANAS/DFS70 en sustrato HEp-2/DFS70
Knockout IFI.

Se estableceran las frecuencias absolutas y relativas para cada variable,
medida de tendencia central y dispersion para cada indicador clinico para cada
diagnostico. Se utilizaran Pruebas Chi-cuadrado y/o Exacta de Fisher para
determinar la asociacion entre variables de investigacién y se compararon los
grupos entre si por prueba de ANOVA. Se establecieron asociaciones con
Parametros de actividad clinica y autoanticuerpos.

Este modelo sera de poblacion variable familiares de AR y controles y
recogera los parametros mas relevantes de la dinamica AR con base en las
variables demograficas, clinicas y articulares. Se utilizé el paquete estadistico
STATA version 13.0 para Windows. Todos los analisis se haran con un nivel de

significancia del 5 %.

5. RESULTADOS
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5.1 Descripcion y comparacion de los grupos evaluados:

Para cumplir con los objetivos propuestos teniendo en cuenta la diferencia de
la variable de edad en los grupos de FDR y ARt se realizaron analisis
independientes comparando con grupos control pareados estrictamente por sexo

y edad. Comenzamos por describir los resultados de:

5.1.1 Grupo familiares en primer grado de consanguinidad-FDR y su

grupo control

Frente a los resultados demograficos del grupo poblacional correspondiente
a los “familiares de primer grado de pacientes con AR-FDR” se registra un
promedio de edad en afos de 38.84 + 12.47, con predominio del sexo femenino
en un 71.4%.Ver tabla 5.

Al evaluar el contacto con el cigarrillode los individuos estudiados, los
individuos FDR en un 14.3% indicaron que eran fumadores activos a diferencia
de los individuos CTRL que registraron una frecuencia mas baja de 11.7%. Por
otro lado un 74.0% de los CTRL indicaron que habian sido fumadores y en
individuos FDR el 64.9%. En la determinacion de si los sujetos son fumadores
pasivos o no, entre los grupos de CTRL y FDR no se encontrdé una diferencia
significativa. Tabla 5

En cuanto a la actividad econémica de todos los sujetos evaluados de estos
dos grupos, hay una diferencia significativa (p=0.001). Se encontr6 que los FDR
en un 24.4% se dedicaban a la actividad del hogar a diferencia de CTRL donde
solo el 9.1% se dedicaba a esa misma actividad. La actividad econémica que
prevaleci6 en los pacientes CTRL fue la de empleados (80.5%).

El tipo de vivienda de los dos grupos fue muy similar, predominando la
vivienda propia con un porcentaje de CTRL enun 59.7% y FDR 58.4%, teniendo
menos frecuencia de individuos que vivian en alojamiento comun. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas.

En el analisis del estado civil de todos los individuos se observa una
frecuencia relativa entre individuos casados y solteros de los dos grupos (35.1%
y42.9% en CTRL Yy 41.6% y 37.7% en FDR), y en cuanto al nivel de estudios de
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la poblacion, en los dos grupos hubo un mayor registro de individuos con
estudios universitarios (44.2% y 42.9% respectivamente).Tabla 5

Tabla 5. Comparacion de variables socio-demograficas entre grupo de
familiares en primer grado de consanguinidad-FDR y su grupo control

DX
CTRL FDR
. 38,84 + 12,47
Edad media : :
Frecuencia Frecuencia
+ DS n n valor p
(%) (%)
Menor a 30
. 23 29.9% 24 31.2%
afnos
Grupo 30-40 afios 20 26.0% 19 24.7% 0.997
Etario 40-50 aflos | 18 23.4% 18 23.4% '
Mayor a 50
. 16 20.8% 16 20.8%
afnos
Masculino 22 28.6% 22 28.6%
Sexo : 0.725
Femenino 55 71.4% 55 71.4%
No 68 88.3% 66 85.7%
Fuma 0.632
Si 9 11.7% 11 14.3%
No 57 74.0% 50 64.9%
Fumo : 0.221
Si 20 26.0% 27 35.1%
Fumador
. No 65 84.4% 64 83.1%
pasivo 0.827
Si 12 15.6% 13 16.9%
Hogar 7 9.1% 18 23.4%
- 0.001
Independiente | 3 3.9% 7 9.1%
Actividad
o Empleado 62 80.5% 37 48.1%
econdmica :
Pensionado 1 1.3% 5 6.5% 0.973
Estudiante 4 5.2% 10 13.0%
Propia 46 59.7% 45 58.4% 0.973
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Tipo de Arrendada 20 26.0% 20 26.0%
Vivienda Comun 11 14.3% 12 15.6%
Casado 27 35.1% 32 41.6%
Estado Soltero 33 42.9% 29 37.7%
civil Viudo 0 0.0% 4 5.2% 0,171
Unidn libre 16 20.8% 10 13.0%
Separado 1 1.3% 2 2.6%
Primaria 8 10.4% 7 9.1%
Nivel de Bachillerato 16 20.8% 24 31.2% 0.422
Estudios Técnico 19 24.7% 13 16.9%
Universitario | 34 44.2% 33 42.9%

En la tabla 6 se describen variables clinicas de los individuos, analizando
el IMC, diagnostico de enfermedad periodontal y articulaciones dolorosas e
inflamadas.

Entre individuos FDR y CTRL hay una diferencia significativa p= 0.054 al
comparar la variable de enfermedad periodontal. Se observa mayor presencia
de la enfermedad en individuos FDR con un 76.6% a diferencia del grupo CTRL
gue registro un porcentaje de 62.3%.

El IMC de los individuos del grupo CTRL indica un promedio de 24 + 3.70,
inferior que al indice de los individuos FDR quienes tuvieron un promedio de
25.32 £ 4.12, con diferencia significativa p= 0.039 Tabla 6. El porcentaje
correspondiente a pacientes con sobrepeso en el grupo FDR es de 36.4%
mientras que el grupo CTRL solo registra un 26.0% y en cuanto a los indices de
obesidad de 16.9% y CTRL 7.8%, respectivamente.

Se realizaron pruebas de laboratorio relacionadas y evaluacion clinica
para descartar compromiso articular considerando que los dos grupos de sujetos
se categorizaron como sanos. Al realizar el conteo de articulaciones dolorosas y
articulaciones inflamadas en los dos grupos, muestra una diferencia significativa
el numero de articulaciones dolorosas p= 0.020, predominando los individuos

con articulaciones dolorosas (29.9%) en el grupo de FDR. No se observaron
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diferencias significativas en los resultados en marcadores de inflamacion y auto

anticuerpos.

Tabla 6. Comparacibn de variables clinicas reumatolégicas Yy
periodontales entre Grupo familiares en primer grado de consanguinidad-FDR

y su grupo control

DX
CTRL FDR
Frecuenci Frecuenci | valor
n n
a (%) a (%) p
Diagnos- No 29 37.7% 18 23.4%
tico
_ 0.050
Periodon- Si 48 62.3% 59 76.6%
tal
Comorbili- No 53 68.8% 47 61.0% 0.311
dad Si 24 31.2% 30 39.0% '
. Normal 51 66.2% 36 46.8%
IMC(indic
Sobrepes
e de masa 20 26.0% 28 36.4% 0,039
0
corporal) :
Obesidad 6 7.8% 13 16.9%
Articulacio No 66 85.7% 54 70.1%
-nes _ 0,020
Si 11 14.3% 23 29.9%
Dolorosas
Articulacio No 74 96.1% 70 90.9%
-nes
_ 0,191
inflamada | Si 3 3.9% 7 9.1%
S
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Figura 33. Comparacion entre la presencia de enfermedad periodontal

entre Grupo familiares en primer grado de consanguinidad-FDR y su grupo

control. *p<0.05 significativo por prueba de chi?
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Figura 34. Comparacion la presencia de articulaciones dolorosas entre

FDR y su grupo control. *p<0.05 significativo por prueba de chi?
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*p=0.039
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Figura 35. Comparacion de escalas de indice de masa corporal entre Grupo

familiares en primer grado de consanguinidad-FDR y su grupo control. *p<0.05

significativo por prueba de chi?

La prueba VSG se present6 con niveles por debajo de 20mm/h en un
84.4% en CTRL y 88.3% en FDR. La PCR fue menor de 3mg/L con 61.0% para
FDRy 67.5% para CTRL. Alrededor del 10% de los individuos registraron valores
superiores a 9 mg/L. La prueba de FR fue negativa en la mayoria de los sujetos
en los dos grupos, donde registraron resultados iguales (94.8% del total de los
individuos fueron negativos tanto para FDR como para CTRL). De igual forma
que el FR, los resultados de Anti- CCP en los individuos fue negativo en su
mayoria (94.8% para CTRL y 93.5% FDR) sin diferencias significativas para
ninguna de las comparaciones anteriores. Ver tabla 7

Tabla 7. Comparacion de variables serolégicas y periodontales entre
Grupo familiares en primer grado de consanguinidad-FDR y su grupo control

DX
CTRL FDR

Frecuenci Frecuenci | valor
a (%) a (%) p
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VGS <20
. 68 88.3% 65 84.4%
(Velocidad
de
. 0.481
sedimenta >20
y 9 11.7% 12 15.6%
-cion
globular)
Negativ
PCR 52 67.5% 47 61.0%
0
(proteina _
c Positivo 15 19.5% 21 27.3% 0.521
_ Positivo
reactiva) 10 13.0% 9 11.7%
alto
Negativ
73 94.8% 73 94.8%
FR (Factor 0
Reumatoi- | Positivo 4 5.2% 2 2.6% 0,264
de) Positivo
0 0.0% 2 2.6%
alto
Anti-CCP | Negativ
73 94.8% 72 93.5%
lgG/IgA 0
(Anticuer- | Positivo 3 3.9% 2 2.6%
0S
F_), _ 0,547
Antipéptid -
Positivo
0 1 1.3% 3 3.9%
o alto
Citrulinado
Ciclico)

En cuanto a las variables de pruebas de laboratorio estudiadas en cada

individuo, los valores de FR y Anti-CCP registraron el mismo valor de la mediana
(10,00 para FR y 7,81 para Anti-CCP), en un intervalo de 10-10 para FR 'y 7,81-
7,81 en Anti CCP.

Para las variables de VSG y PCR se observé un valor de mediana mas

alto para el grupo de FDR frente al grupo CTRL. Ver tabla 7.1
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Tabla 7.1 Comparacion de variables serologicas y periodontales entre Grupo

familiares en primer grado de consanguinidad-FDR y su grupo control

CTRL FDR
Mediana IQR Mediana IQR
(2,0-
VSG 5,00 7,00 (2-15)
12,0)
PCR 1,68 (0.,6-4,9) 2,12 (1,09-5,27)
(10,0-
FR 10,00 10,00 (10-10)
10,0)
N 7,81
Anti-CCP 7.81 ( 7.81 (7,81-8)
1gG/IgA 7,81)

5.1.2 Grupo de Artritis Reumatoide y controles

En cuanto a los resultados demograficos del grupo poblacional
correspondiente a los “pacientes con AR-ARt y su grupo control” se registré un
promedio de edad de 46.07+ 10.02, con predominio del sexo femenino en un
80.5%. Ver tabla 8.

En el analisis de sus variables demogréficas, era necesario establecer el
contacto y la relacién de los individuos con el cigarrillo. De los pacientes con ARt
solo el 9.8% sefialo que fuera fumador activo, mientras en el grupo CTRL 12.2%
de los individuos. Se observa un porcentaje mas alto frente a la categoria de los
pacientes que manifestaron antecedente de consumo de cigarrillo, en el grupo
de ART 29.3% y en CTRL 22.0% del total de los individuos fueron fumadores.
Finalmente, se encontrd que en el grupo de ARt el 9.8% fue fumador pasivo y en
CTRL el 14.6%. Ver tabla 8.

Econdmicamente hubo una diferencia significativa entre los dos grupos p=
0.009. En los dos grupos predominé la actividad econémica de empleado pero
con diferencia de porcentaje (78.0% CTRL y 53.7% ARt). En el grupo de
individuos ARt la actividad del hogar fue de 36.6%. Un 7.3% de los individuos de
ARt indicaron ser pensionados. No se present6 diferencia significativa en cuanto

al tipo de vivienda del total de los individuos. Ver tabla 8.
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Se observo una diferencia significativa frente al estado civil del total de los

individuos p= 0.032. El 70.7% de los pacientes ARt estaban casados mientras

qgue en el grupo CTRL solo el 48.8%. El nivel de estudios de los dos grupos no

presento diferencia significativa, en los dos grupos prevalecieron los individuos
con estudios universitarios (41.5% ARty 36.6% CTRL). Tabla 8.

La diferencia de la mayoria de las variables clinicas y de laboratorio fue

significativa, lo que era de esperarse ya que un grupo de individuos estaban

diagnosticados con ARt y los demas eran pacientes sanos. Tabla 8.

Tabla 8. Comparacion de variables socio-demograficas entre grupo de

individuos ARty su grupo control

DX
CTRL ARt
Frecuencia Frecuenci
n n valor p
(%) a (%)
Menor a 30
Grupo . 2 4.9% 2 4.9%
anos
Etario
! 3040 afios | 13 | 3L.7% | 13 | 3L.7%
1,000
40-50 afnos 12 29.3% 12 29.3%
Mayor a 50
. 14 34.1% 14 34.1%
anos
Sexo Masculino 8 19.5% 8 19.5% 0.775
Femenino 33 80.5% 33 80.5% '
Fuma No 36 87.8% 37 90.2%
. 0,724
Si 5 12.2% 4 9.8%
Fumo No 32 78.0% 29 70.7%
: 0.448
Si 9 22.0% 12 29.3%
Fumador No 35 85.4% 37 90.2%
pasivo _ 0,500
Si 6 14.6% 4 9.8%
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Actividad Hogar 6 14.6% 15 36.6%
economica | Independiente | 1 2.4% 1 2.4%
Empleado 32 78.0% 22 53.7%
0.009
Pensionado 0 0.0% 3 7.3%
Estudiante 2 4.9% 0 0.0%
Tipo de Propia 25 61.0% 27 65.9%
Vivienda Arrendada 13 31.7% 12 29.3%
0,853
Comun 3 7.3% 2 4.9%
Estado Casado 20 48.8% 29 70.7%
civil Soltero 11 26.8% 7 17.1%
Viudo 1 2.4% 1 2.4%
0.032
Union libre 9 22.0% 2 4.9%
Separado 0 0.0% 2 4.9%
primaria 3 7.3% 6 14.6%
Nivel de Bachillerato 10 24.4% 12 29.3% 0.274
Estudios | Técnico 13 [ 31.7% 6 14.6% ’
Universitario 15 36.6% 17 41.5%

Sin embargo, la comparacion en el Diagnostico de enfermedad
periodontal no mostro diferencia significativa entre los dos grupos. Para ARt se
diagnostic6 con enfermedad periodontal al 63.4% de los individuos y en el grupo
CTRL el 61.0%. Y para el IMC predomino el porcentaje de individuos que no
tenian sobrepeso u obesidad en los dos grupos. (51.2% ARty 65.9% CTRL).

El conteo de articulaciones dolorosas para los sujetos ART fue superior a
1 articulacién dolorosa en un 70.7%, siendo mas bajo el porcentaje de individuos

que presentaron articulaciones inflamadas (51.2%).

5.2 Resultados por Objetivo
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e Establecer la frecuencia de ANAS/DFS70 en pacientes con artritis

reumatoide temprana, familiares en riesgo y poblacion sana.

En la tabla 9 se observa el nUmero de pacientes que presentaron ANAS

positivos con su correspondiente control. El 22.1% de los individuos FDR y el

23.4% del grupo CTRL mostraron positividad para ANAS, en estos resultados

predominaron los patrones correspondientes a granular fino y citoplasmatico.

Tabla 9. Comparacion de resultados de ANAS positivos y los diferentes patrones

observados entre Grupo familiares en primer grado de consanguinidad-FDR y

Su grupo control

DX
CTRL FDR
Frecuencia Frecuencia
n=77 n=77
(%) (%)
ANAS(IFI) POSITIVO 18 23,4% 17 22,1%
ANAS
TITULO POSITIVO 18 23,4% 17 22.1%
1/80(IFI)
ANAS
TITULO POSITIVO 12 15,6% 6 7,8%
1/320(1FI)
NEGATIVO 59 76,6% 60 77,9%
GRANULAR FINO 5 6,5% 4 5,2%
GRANULAR
3 3,9% 1 1,3%
GRUESO
HOMOGENEO 0 0,0% 2 2,6%
PATRONES
NUCLEOLAR 3 3,9% 3 3,9%
CITOPLASMATICO 6 7.8% 5 6,5%
CENTROMERO 0 0,0% 1 1,3%
GRANULAR FINO
1 1,3% 1 1,3%
DENSO
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DFS70(IFI) POSITIVO 1 1,3% 1 1,3%
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Figura 36. Frecuencia de titulos positivos de ANAS FDR y Controles.

Figura 37. Patrén individuo estudiado del grupo control
citoplasmatico dilucion 1/80 ANAS de FDR.

IFI, observado de la muestra de un
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Figura 38. Patrén granular fino
dilucion 1/80 ANAS IFI, resultado de
la muestra de un individuo estudiado

del grupo control de FDR.

Figura 39. Patron Figura 40. Patrén nucleolar
homogéneo 1/80 ANAS IFI, 1/320 ANAS IFI, resultado de la
resultado de la muestra de un muestra de un individuo estudiado
individuo estudiado del grupo control del grupo FDR.
de FDR.
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Figura 41. Patron centrébmero Figura 42. Patron moteado fino

dilucion 1/80 ANAS IFI, resultado de denso (DFS70) 1/80 ANAS IFlI,
la muestra de un individuo del grupo resultado de la muestra de un
FDR. individuo del grupo FDR.

En la tabla 10 se observa el nimero de pacientes que presentaron ANAS
positivos tanto de ARt como del grupo control. Era de esperarse que hubiera
diferencias en todas las variables entre los dos grupos (el nimero de individuos
con ANAS positivos y los titulos a los que estos se observaron).

En pacientes ARt el 36.6% presento positividad para ANAS y el 17.1% de
estos ANAS positivos, mantuvieron su visualizacion hasta la dilucién 1/320.
Mientras que del 14.6% de los ANAS positivos en los individuos CTRL, el 95.1%
pierde su visualizacion a la dilucién 1/320.

Al comparar el de tipo de patron en los ANAS observado entre los grupos
de individuos se encontrd diferencia significativa p= 0.009, dado que los ANAS
positivos en CTRL correspondieron al patréon granular fino; mientras que en los
resultados de ARt se observa mayor diversidad de patrones observados, entre
los que se encuentran granular fino, granular grueso, homogéneo vy

citoplasmatico.
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Tabla 10. Comparacion de resultados de ANAS positivos y los diferentes

patrones observados entre individuos ARty su grupo control

DX
CTRL ARt
Frecuenci Frecuenci
n=41 n=41
a (%) a (%)
ANAS (IFI) POSITIVO 6 14,6% 15 36,6%
ANAS
TITULO POSITIVO 6 14,6% 15 36,6%
1/80 (IFI)
ANAS
TITULO POSITIVO 2 4,9% 7 17,1%
1/320 (IF1)
NEGATIVO 35 85,4% 26 63,4%
GRANULAR FINO 4 9,8% 6 14,6%
GRANULAR 0 0.0% . 0.8%
GRUESO
PATRO- HOMOGENEO 0 0,0% 1 2,4%
NES NUCLEOLAR 0 0,0% 4 9,8%
CITOPLASMATIC ) 4.9% 0 0.0%
0
CENTROMERO 2 4,9% 0 0,0%
DFS70 (IFI) 2 4,9% 0 0,0%
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Figura 43. Frecuencia de titulos positivos de ANAS ART y Controles.

Figura 44. Patréon moteado fino Figura 45. Patron granular grueso
denso (DFS70) 1/80 ANAS IFI, dilucion 1/320 ANAS IFI, resultado
resultado de la muestra de un de la muestra de un individuo
individuo del grupo control de ARt. estudiado del grupo ARt.
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Figura 46. Patron homogéneo Figura 47. Patrén nucleolar
diluciéon 1/80 ANAS IFI, resultado de 1/80 ANAS IFI, resultado de la
un individuo del grupo ARt. muestra de un individuo estudiado

del grupo AR.

En cuanto al patron de interés correspondiente al moteado fino denso
(ANAS/DFS70), solo cuatro individuos registraron este patron. Tres individuos
del grupo control y uno del grupo FDR, por lo tanto no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Ver tablas 6 y 7.

En conclusién el patron DFS70 en el grupo de FDR se detect6 en el
1.3%(n=1), en el grupo de ARt 0%(n=0) y en sujetos sanos se presento en 2.56%
(n=3).

e Describir las caracteristicas demograficas, manifestaciones clinicas,

articulares y de laboratorio de los individuos con ANAS/DFS70 segun
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diagnéstico.

Las caracteristicas de los 4 individuos donde se identifico la presencia de
auto anticuerpos ANAS/DFS70 corresponden: correspondientes a un solo sujeto
con riesgo consanguinidad y 3 del grupo control sano

-Individuo correspondiente al grupo FDR: mujer de 32 afios, con nivel de
estudios universitario, 1.60 metros de estatura y peso de 65kg con un IMC de
25.39 correspondiente a sobrepeso. Sin enfermedad periodontal ni
comorbilidades. No reportd antecedente y consumo activo de cigarrillo. Los
valores de VSG, PCR, FR y Ant-CCP fueron normales y negativos
respectivamente. No presento clinica articular y el reporte de ANAS fue positivo
a titulo 1/80.

-Individuo control para el grupo de FDR: mujer de 54 afios, empleada, con
nivel de estudios hasta basica primaria. Se le diagnostico enfermedad
periodontal y como comorbilidad, 1.56 metros de estatura y peso de 58kg con un
IMC de 23.83. No indico antecedentes o consumo de cigarrillo. Los valores de
VSG, PCR, FR y Anti-CCP fueron normales y negativos. Tuvo un namero total
de cero articulaciones dolorosas o inflamadas y el reporte de ANAS fue positivo
hasta el titulo 1/320.

-Individuo 1 del grupo control ART: Mujer de 32 afos, estatura de 1.52
metros y peso de 60kg con un IMC de 25.97. Se le diagnostico enfermedad
periodontal, con antecedente de consumo de cigarrillo. Los valores de VSG,
PCR, FR y Anti-CCP fueron normales. Tuvo un numero total de cero
articulaciones dolorosas o inflamadas y el reporte de ANAS fue positivo solo en
1/80.

-Individuo 2 del grupo control de ARt: mujer de 53 afios, estatura de 1.55
metros y peso de 57kg con un IMC de 23.73. Se le diagnostico enfermedad
periodontal. Los valores de VSG, PCR, FR y Anti-CCP fueron normales. Tuvo un
namero total de cero articulaciones dolorosas o inflamadas y el reporte de ANAS

fue positivo hasta el titulo 1/320.

e Determinar los patrones mas frecuentes de ANAS en los pacientes con
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artritis reumatoide temprana, familiares en riesgo y poblacion sana segun

edad y sexo.

ANAS en FDR

Como se ha descrito anteriormente, de 77 individuos del grupo FDR el
22% presento patrones de ANAS mediante IFI.

Las observaciones de estos patrones predomino en las mujeres,
especialmente en las que cursaban mas de los 50 afios. Curiosamente, en los
resultados encontrados para ANAS positivos en hombres, predomino en el grupo
mas joven (menores a 30 afios). Y el nimero mas bajo de individuos ANAS
positivos fue de individuos entre 40-50afios. Ver tabla 11

Frente a los titulos de ANAS mediante IFI la mayoria de los individuos
fueron positivos hasta al titulo 1/320. En el grupo de mujeres que cursan mas de
los 50 afios se observé que el 60% de los individuos ANAS positivo registraron
titulos 1/320. En el grupo de individuos menores a 30 afios, un hombre y una
mujer registro titulos 1/320 para ANAS IFI, mientras que para los individuos entre
30 y 40 afios solo un hombre alcanzo el mismo titulo. Para el grupo etario de 40-
50 afios ningun individuo presento titulos 1/320.

De los patrones observados de ANAS IFI en los individuos FDR, para los
individuos que tienen menos de 30 afos, predomino el patron nucleolar, siendo
positivo en dos mujeres, una lo registro hasta el titulo 1/320 y la otra mujer solo
1/80. Para el grupo de individuos entre 30-40 afios predomino el patron
citoplasmatico (2 mujeres). Los individuos entre 40-50 afios, presentaron el
patrén nucleolar y citoplasmatico (1 individuo en cada patron). Para los individuos
gue cursan mas de 50 afios, predomino la observacion del patron granular fino.

El patrén DFS70 fue observado en un individuo del grupo FDR, este esta
en el grupo etario de entre 30 y 40 afios, fue observado a titulo 1/80.

Tabla 11. Comparacion patrones mas frecuentes de ANAS segun edad y sexo

en el grupo de familiares en primer grado de consanguinidad-FDR.

FDR n=77 GRUPOS ETARIOS
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. 30-40 40-50 >50
<30 afos . . . Total
anos anos anos
n=5(%) n
n=5(%) n=2(%) n=5(%)
Mujer 3(60%) 4(80%) 2(100%) | 5(100%) | 14
ANAS (IFI)
Hombre | 2(40%) 1(20%) 0(0%) 0(0%) 3
ANAS TITULO 1/80 | Mujer 3(60%) 4(80%) 2(100%) | 5(100%) | 14
(IFT) Hombre | 2(40%) 1(20%) 0(0%) 0(0%) 3
ANAS TITULO 1/320 | Mujer 1(50%) 0(0%) 0(0%) 3(100%) 4
(IF1) Hombre | 1(50%) 1(100%) 0(0%) 0(0%) 2
Mujer 0(0%) 1(100%) 0(0%) 3(100%) 4
GRANULAR FINO
Hombre 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
GRANULAR Mujer 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
GRUESO Hombre | 1(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1
Mujer 1(100%) 0(0%) 0(0%) 1(100%) 2
HOMOGENEO
Hombre 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
Mujer 2(100%) 0(0%) 1(100%) 0(0%) 3
NUCLEOLAR

Hombre 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
Mujer 0(0%) 2(66%) 1(100%) | 1(100%) 4

CITOPLASMA-TICO
Hombre 0(0%) 1(33%) 0(0%) 0(0%) 1
Mujer 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0

CENTROMERO
Hombre | 1(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1
Mujer 0(0% 1(100% 0(0% 0(0% 1
DEST0 j (0%) ( ) (0%) (0%)
Hombre 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
ANAS en ARt

En el grupo de pacientes con ARt se observdé un bajo namero de

individuos ANAS positivos frente a la totalidad de los individuos estudiados, 6 de

41 individuos (14% ANAS positivos mediante IFI). Al igual que el grupo FDR,

predomino la prevalencia de resultados positivos para el grupo de individuos que

cursan mas de los 50 afios. No se observo ningun individuo positivo para ANAS

IFI que estuviera entre los 40-50 afios.

Para el titulo 1/320, solo se logré visualizar en los pacientes que fueron

positivos del grupo que cursa mas de los 50 afios (2 de 3 individuos) ver tabla 9.
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En la totalidad de los individuos con ANAS IFI se observo unicamente el
patrén granular fino.

Frente al patrén DFS70, no se observo en ningun individuo del grupo Art.
Ver tabla 12

Tabla 12. Comparacion patrones mas frecuentes de ANAS segun edad y sexo

en el grupo de individuos ARt.

GRUPOS ETAREOS

<30 30-40 40-50 | >50
ARt n=41 . . . . Total
afos afios afios | afios

n=1(%) | n=2(%) | n=0(%) | Nn=3(%)

Hombre | 0(0%) 0(0%) 0(0%) | 0(0%)

Mujer | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%)
CITOPLASMATICO

Hombre | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%)

Mujer | 0(0%) | 1(50%) |O0(0%) | 3(100%) |4
ANAS(IFI)
Hombre | 1(100%) | 1(50%) | 0(0%) | 0(0%) | 2
ANAS TITULO 1/80 | Mujer | 0(0%) | 1(50%) | 0(0%) | 3(100%) | 4
(IF1) Hombre | 1(100%) | 1(50%) | 0(0%) | 0(0%) | 2
ANAS TITULO | Mujer | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) |2(100%) | 2
1/320 (IF) Hombre | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) |0(0%) |0
Mujer | 0(0%) | 1(50%) |O0(0%) | 2(66.6%) |3
GRANULAR FINO
Hombre | 1(100%) | 1(50%) | 0(0%) | 1(33%) | 3
GRANULAR Mujer | 0(0%) |0(0%) |0(0%) |0(0%) |0
GRUESO Hombre | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) |0(0%) |0
Mujer | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0% 0
HOMOGENEO : (0%) (0%) (0%) | 900%)
Hombre | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) |0(0%) |0
Mujer | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | O0(0% 0
NUCLEOLAR j (0%) (0%) (0%) | 0(0%) -
0
0
0

CENTROMERO | Mujer | 0(0%) |0(0%) | 0(0%) |0(0%)
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Hombre | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) |0(0%) |0

Mujer | 0(0%) |0(0%) |0(0%) | 0(0%)

DFS70(IFI)

Hombre | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%) | 0(0%)

ANAS en controles

De la totalidad de los individuos control (del grupo FDR y ARt), 24
individuos registraron ANAS IFI positivos, observados en su mayoria en mujeres.
Predominaron los resultados positivos para el grupo de individuos con menos de
30 afos, siendo el 50% para mujeres y 50% para hombres. Para los individuos
entres 30-40 afios predomino ANAS IFI positivo en hombres (57%). Los
individuos entre 40-50 afios (grupo con menor numero de ANAS IFI positivos)
prevalecieron con 75% en mujeres. Y, para el grupo de individuos mayores a 50
afos, el 100% se observo en mujeres. De los 24 individuos del grupo control
ANAS IFI positivos solo 14 mantuvieron titulos hasta 1/320, observandose en su
mayoria en los individuos menores a 30 afos (75% de ANAS IFI positivos),
mientras que ningun individuo entre 40-50 afos tuvo titulos 1/320.

Para el grupo de individuos menores a 30 afios, predominaron los
patrones granular fino, granular grueso, nucleolar y citoplasmético con el mismo
namero de individuos (2 por cada patrén y 1 mujer y 1 hombre). Las mayoria del
total de individuos positivos para ANAS IFI entre 30-40 afios, prevalecié el patron
granular fino (80% mujeres). El patron citoplasméatico se observo en la mayoria
de los individuos entre 40-50 afios (50% del grupo etario).

El patron homogéneo y centrémero no se observé en ninguno de los
individuos CTRL.

En este grupo se observaron la mayoria de individuos Anti-DFS70
positivos (3 individuos) de la totalidad de individuos del estudio. El 75%
pertenece a mujeres que cursan mas de los 50 afios y el 25% restante
corresponde a una mujer que esta entre los 30-40 afios. El mismo 75% de las
mujeres ANAS/DFS70 IFI positivos (del grupo etario mayores a 50 afos)
presentaron titulos hasta 1/320, el porcentaje restante lo registré hasta el titulo
1/80.
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Tabla 13. Comparacion patrones mas frecuentes de ANAS segun edad y sexo

en el grupo de individuos control-CTRL.

GRUPOS ETAREQOS

<30 30-40 40-50 >50
CTRL n=118 Total
anos anos anos anos
n
n=8(%) | n=7(%) | n=4(%) | n=5(%)
Mujer | 4(50%) | 3(43%) | 3(75%) | 5(100%) | 15
ANAS(IFI)
Hombre | 4(50%) | 4(57%) | 1(25%) 0(0%) 9
ANAS TITULO 1/80 | Mujer | 4(50%) | 3(43%) | 3(75%) | 5(100%) | 15
(IFI Hombre | 4(50%) | 4(57%) | 1(25%) 0(0%) 9
ANAS TITULO Mujer | 3(50%) | 2(40%) 0(0%) | 3(100%) 8
1/320 (IFI) Hombre | 3(50%) | 3(60%) 0(0%) 0(0%) 6
Mujer | 1(50%) | 1(20%) 0(0%) | 2(100%) 4
GRANULAR FINO
Hombre | 1(50%) | 4(80%) 0(0%) 0(0%) 5
GRANULAR Mujer | 1(50%) | 0(0%) | 1(100%) | 0(0%) 2
GRUESO Hombre | 1(50%) | 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1
Mujer 0(0% 0(0% 0(0% 0(0% 0
HOMOGENEO : (0%) (0%) (0%) (0%)
Hombre | 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
Mujer | 1(50% 0(0% 0(0% 0(0% 1
NUCLEOLAR j (50%) | 0(0%) (0%) (0%)
Hombre | 1(50%) | 0(0%) | 1(100%) | 0(0%) 2
Mujer | 1(50%) | 1(100%) | 2(100%) | 1(100%) 5
CITOPLASMATICO
Hombre | 1(50%) | 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1
Mujer 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
CENTROMERO
Hombre | 0(0%) | 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
Mujer 0(0%) | 1(100% 0(0% 2(100% 3
DES70 (IF) j (0%) | 1( )| 0(0%) | 2( )
Hombre | 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0
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6. DISCUSION

La AR es una enfermedad sistémica autoinmune, caracterizada
basicamente por la inflamacién de algunas articulaciones del cuerpo. Esta
enfermedad afecta entre 0.5% y 1% de la poblacion mundial, aunque en
diferentes partes del mundo este porcentaje puede variar.5?

Las primeras manifestaciones que se identifican en un individuo con AR
son clinicas. Estas corresponden a dolor, rigidez e inflamacion debido a la
constante inflamacion de la membrana sinovial articular. La AR se ha
catalogado como una enfermedad crénica, ya que el dafio que produce es
irreversible y con el tiempo puede evidenciarse erosion ésea, destruccion del
cartilago articular y perdida de la funcién articular.* Por lo mismo, estas
manifestaciones son el primer paso al diagnostico y clasificacion de la
enfermedad.

En los resultados obtenidos se corroboraron la presencia de las
manifestaciones clinicas especificas de AR en los individuos tanto clinicas
como seroldgicas, asi como se describe en un estudio realizado por
investigadores de Alemania. Ellos evaluaron las variables de sexo, edad y
valores de FR y Anti-CCP. Al igual que en nuestro estudio, predomino la
presencia de mujeres, el rango de edad en ellos fue de 62 afios, mientras que
en nuestra investigacion el rango de edad esta mas bajo (46.07 afios) dado por
la diferencia de tiempo de evolucion de la enfermedad. Frente a los resultados
de FR y Anti CCP, se observo un alto nimero de individuos positivos, para las

dos pruebas, comparado con los controles, resultados, muy similares a los
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obtenidos. Vale la pena destacar que se observo diferencia en el nivel de
positividad mas altos tanto para FR como Anti-CCP en el grupo control.®®

Por otro lado investigadores holandeses, estudiaron variables clinicas a
través del tiempo en pacientes con AR en tratamiento y la presencia de
articulaciones dolorosas e inflamadas es evidente, similar a lo encontrado en los
actuales resultados. Ademas a esto, el puntaje de dolor que se daba el paciente,

subia a través de los afios, empeorando su condicion.®®

En la AR estan implicados varios genes, lo que hace mas dificil establecer
su origen, diagnostico y tratamiento. El desarrollo de la enfermedad se asocia a
la alteracion en proteinas que participan en la respuesta inmunoldgica innata y
adaptativa. Desencadenando en exceso quimiocinas, citocinas, moléculas de
adhesién y adaptadoras, receptores de sefales, integrinas, etc.6’El locus HLA
se ha establecido como el mas importante factor de riesgo genético para el
desarrollo de AR.58

Esto tal vez, a que estudios de cohorte poblacional han identificado genes
como el HLA-DRBJ1 en pacientes diagnosticados con AR. Con el estudio de esos
genes, se ha generado una teoria llamada el “epitopo compartido”, donde se
describe que existe una region conservada de aminoacidos que predispone al
desarrollo de la enfermedad. Estas regiones conservadas de aminoacidos tiene
en comun la presencia de argininas (AA), donde gracias a la enzima peptidil
arginina deiminasa sufre un cambio postraduccional, convirtiéndose en citrulina
y cambiando su carga de positiva a negativa, modificando las interacciones de
esta regidn y presentando estas proteinas al sistema inmune para desencadenar
una respuesta.®®

Estos genes del HLA han demostrado una fuerte relacion en la aparicion
de erosiones Oseas, la positividad del factor reumatoide y la aparicion de
manifestaciones extra articulares.”®

En el estudio realizado por Morten Frisch et al, con 515 pacientes
diagnosticados con AR y un total de 769 individuos control en hospitales y
centros de investigacién en Dinamarca, evaluaron variables de riesgo como

alcohol, tabaquismo, consumo de café, estilo de vida, edad, hijos, sobrepeso,
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enfermedad periodontal entre otros, para estudiar las mas frecuentes entre los
individuos; variables similares a las que se analizaron en esta investigacion.”®

El tabaquismo lo categorizaron (similar a este estudio) en “nunca, de vez
en cuando y frecuentemente”, en donde fueron mas altos los indices en el grupo
control, 170 individuos del grupo AR eran fumadores frecuentes y 179 del grupo
control. Se observaron resultados similares en este estudio, ya que en el grupo
de AR el 9.8% indico ser fumador activo y el 12.2% en el grupo CTRL. Es de
interés destacar que el grupo de AR refirié antecedente de consumo de cigarrillo
con diferencias frente al grupo control.

Otra variable importante fue el IMC de los individuos del estudio,
predominando la categoria de “peso normal” tanto para el grupo de AR y grupo
control, a diferencia de la categoria sobrepeso la cual predomind en los
individuos del grupo AR. Resultados muy parecidos a los obtenidos en nuestra
investigacion.”?

La enfermedad periodontal ha tomado importancia en el desarrollo de AR
a traves del tiempo, en el estudio realizado en Dinamarca, se registraron 124
individuos de 515 correspondientes al grupo AR con enfermedad periodontal y
en el grupo control 88 de 769 individuos estudiados.”*En Colombia también se
ha tratado de establecer una relacion entre estas variables, en el Hospital Militar
Central de Bogota en conjunto con la Universidad del Bosque se realiz6 un
estudio con 119 individuos FDR y 48 pacientes AR, pareado cada uno con
individuos control por sexo y edad. Se encontraron con que el grupo FDR tenia
peor estado de salud oral, 92 del total de los individuos estudiados se
diagnosticaron con enfermedad periodontal, mientras que del grupo control, solo
70. Se evaluo la serologia en estos pacientes, incluyendo las variables de FR y
Anti-CCP frente a anticuerpos de tipo IgG1 e IgG2 contra la bacteria P. gingivalis
(bacteria mas asociada a la enfermedad periodontal)’® Los resultados del grupo
FDR no mostraron diferencias significativas, pero si se observé que en los
pacientes diagnosticados con enfermedad periodontal y con titulos positivos de
anticuerpos contra la bacteria, se encontraban los valores mas altos de VSG, FR
y Anti-CCP.
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Para el grupo de AR no se observo la misma diferencia, pero se plantea
gue el uso de medicamentos para el tratamiento de la AR puede enmascarar los
anticuerpos de la bacteria y su estado de salud oral.”* Un resultado que se
destaca en el estudio, fue que en pacientes con niveles altos de 1gG2 contra
P.gingivalis tenian altos niveles de Anti-CCP. En cuanto a los resultados
obtenidos en nuestro estudio, se observo una diferencia significativa entre
individuos FDR y su grupo control. Prevalecié en un 76.6% del total de los
individuos FDR el diagnostico de enfermedad periodontal mientras que en el
grupo control un 62.3% de los individuos estudiados. Al igual que el estudio
realizado por la Romero et al, los valores de FR y Anti-CCP fueron mas altos en
el grupo FDR que en el grupo control aunque sin diferencias significativas.

El origen de esta enfermedad no es muy claro, pero si se ha establecido
como se mencionod que el riesgo genético es muy alto (50%-60%) y de alli puede
partir el desarrollo de la enfermedad, por lo tanto, el porcentaje restante va a
depender de factores ambientales. Factores que influyen en el desarrollo de la
enfermedad los cuales pueden ser modulados en individuos de riesgo por
cambio de habitos en alimentarios, consumo de cigarrillo, higiene oral, etc.” En
este estudio no se realizaron pruebas genéticas a los individuos estudiados, pero
si se evaluaron variables seroldgicas y clinicas que podian soportar la diferencia
entre un familiar sano (FDR) y un CTRL. Dentro de los resultados de las
variables seroldgicas entre estos dos grupos, a pesar de que no se observo una
diferencia significativa, los valores de FR y Anti-CCP para el grupo de FDR son
mas altos posiblemente por el tamafio de la muestra analizada.

La liga Europea contra el Reumatismo (EULAR) creé un comité
para estudiar factores de riesgo en fases pre-clinicas de la enfermedad. Ellos
recomiendan estudios prospectivos o investigar individuos con riesgo genético o
ambiental, enfermedades sistémicas asociadas con autoinmunidad o artritis
indiferenciadas. Algunas asociaciones son relevantes en poblaciones
susceptibles o grupos étnicos especificos. De alli nuestro interés de estudiar
familiares en primer grado de consanguinidad.’®

En la Universidad de Manitoba, Canada, se compararon

caracteristicas clinicas y pruebas seroldgicas que apoyan el diagnostico para AR
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con individuos FDR y sanos. Donde se observaron resultados similares a los
obtenidos en este estudio. Los biomarcadores dieron niveles mas altos en el
grupo de individuos FDR en comparacion con el grupo CTRL, el FR fue positivo
para 86 individuos FDR de 306 evaluados y para el grupo control, solo 6
individuos resultaron positivos de 293, para la prueba del Anti CCP, 22 individuos
del grupo FDR fueron positivos y 0 individuos en el grupo control.”” En otro
estudio de cohorte poblacional, muestran el alto nimero de individuos FDR con
titulos altos de Anti-CCP y FR. De 674 individuos analizados, 448 fueron
positivos para Anti-CCP y 322 presentaron titulos de FR®resultados similares a
los obtenidos en este estudio.

Ademaés del riesgo genético, el American College of Rheumatology y
EULAR vy la literatura mundial, han descrito factores ambientales y
sociodemograficos que predisponen el desarrollo de la enfermedad.”® 80

Literatura a nivel mundial sobre AR, demuestra que por diversidad de
factores los familiares de primer grado (FDR-first degree relatives) corren un
riesgo muy alto de padecer la enfermedad. Por lo tanto, muchas investigaciones
se han centrado en establecer biomarcadores y caracteristicas clinicas para
detectar a tiempo individuos con alto riesgo, intervenir y prevenir el desarrollo de
la enfermedad. Dentro de estos factores encontramos el sobrepeso, el consumo
de cigarrillo, actividad econémica, enfermedad periodontal, entre otras.8 82

En un estudio de cohorte poblacional realizado en la universidad de
Nebraska, muestran el alto nimero de individuos FDR donde prevalecio la
poblacién femenina al igual que en nuestra investigacion. La media de edades
fue superior a la obtenida en nuestro estudio, 45 afios y en nuestra investigacion
38,84. De otra forma, al evaluar la relacion de los individuos con el cigarrillo, se
observd en esa poblacion que habia un alto consumo activo, variable que se
observo diferente en nuestro estudio, mostrando valores de consumo mas
bajos.”’

En otro estudio clinico de los individuos familiares de AR americanos,
reflejo una diferencia significativa para la presencia de dolor, rigidez, inflamacion

y otros sintomas relacionados a la AR comparado con individuos
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sanos.8Comparado con nuestros resultados, la presencia de articulaciones
dolorosas fue mayor en el grupo FDR frente a los controles.®*

Poco se ha establecido frente a las frecuencias del patron ANAS/DFS70
especificamente en AR, se ha estudiado este auto anticuerpo en diversas
enfermedades autoinmunes sistémicas y se ha demostrado que hay muy baja
frecuencia de este en individuos con AR diagnosticada. En un estudio de cohorte
poblacional, realizado en Estados Unidos por Michael Mahler et, al con 181
individuos donde se les habia identificado ANAS, estos presentaban diferentes
enfermedades autoinmunes y se traté de establecer la presencia del patron
ANAS/DFS70 en cada una de ellas. Se observo que del total de los individuos,
13 habian sido diagnosticados con AR y ninguno registro el patrén de interés.

En Europa, en un hospital universitario de Espafia, tratando de
estandarizar el patron ANAS/DFS70 en diferentes enfermedades auto
inmunitarias, se encontraron con que 0 individuos diagnosticados con AR fueron
positivos para el patron ANAS/DFS70; aca evaluaron a 124 individuos sanos, sin
ningun tipo de antecedente de enfermedad autoinmune y fue en este grupo
donde se encontro la prevalencia del patron de interés (11 de 124 individuos
estudiados). 86

Por otro lado, en Asia el patron ANAS/DFS70 también se ha convertido
en un patrén de interés en el campo de la ciencia, por lo tanto, se realizé un
estudio donde evaluaron a 597 trabajadores sanos de un hospital y los controles
eran los pacientes ya diagnosticados con enfermedades autoinmunes. Del grupo
control tomaron 200 individuos, donde 40 correspondian a pacientes con AR, del
total de estos individuos ninguno registro el patron ANAS/DFS70.%> Frente a
nuestro resultados, al igual que lo descrito anteriormente, se demuestra la poca
prevalencia del patrén ANAS/DFS70 en individuos diagnosticados con AR; pues
nuestros resultados correspondieron a 0 individuos del grupo AR de los 41
individuos estudiados, mientras que en el grupo control 2 sujetos sanos
presentaron el patron de interés.

Es de nuestro interés resaltar la frecuencia del patron ANAS/DFS70 en
especial para el grupo de familiares de primer grado de pacientes AR, ya que

gracias a su alta prevalencia en individuos sanos, se ha planteado como un
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patrén de descarte de enfermedad, como se ha descrito en literatura mundial.®”:
88, 89

Frente a estudios hechos a individuos de primer grado de consanguinidad
de pacientes AR, se ha establecido muy poco. La linea de investigacion del
Hospital Militar Central de Bogot4, realizé un estudio donde muy similar a los
resultados encontrados, se observé el patron ANAS/DFS70 en individuos FDR
(2 de 50 individuos FDR evaluados) y en individuos sanos (2 de 50 individuos
del grupo control).®°

En Colombia, se han publicado tres reportes sobre ANAS/DFS70, uno de
ellos, realizado un revision sistematica en la Universidad ICESI de Cali, plantea
la utilidad de Anti-DFS70 como un auto anticuerpo clave para exclusion de
patologias autoinmunes, basados en la descripcion, caracterizacion y definicién
de Anti-DFS70 presente en la literatura.®® El otro estudio realizado en la
Universidad de Antioquia, evalud 458 muestras de pacientes, 100 correspondian
a pacientes con lupus, 102 a pacientes con alguna otra enfermedad autoinmune,
200 era pacientes sanos y 56 no habian sido diagnosticados pero tenian
sospecha de padecer de alguna enfermedad autoinmune. El estudio no muestra
prevalencias especificas para alguna enfermedad o la otra, pero si plantea que
en general para la poblacion colombiana, la frecuencia del patrén ANAS/DFS70
es muy baja.
Romero-Alvarez V, y col, presentaron en el 20th Congreso Panamericano de
Reumatologia en Argentina 2018 a los ANAS/DFS70 como un posible
biomarcador en pacientes con AR en estadios tempranos-ARt y sus familiares.
Cuyo objetivo fue comparar la frecuencia de ANAS y ANAS/DFS70 en FDR,
comparado con ARt y sujetos sanos y determinar su asociacién con estado de
salud general. Se realiz6 un estudio transversal en 240 muestras, 60 pacientes
con eRA, 60 FDR y 60 controles sanos pareados por edad y sexo para cada
grupo fueron analizados.
El patron ANAS/DSF70 en IFI convencional se encontro en 12.9% de las
muestras reportadas como resultados positivos, y en el 1.66% de todas las
muestras ANAS/DSF70 positivo de ellos se encontré en 1.66% en FDR y 2.5%
en controles. El patron ANAS/DFS70 no fue encontrado en ARt. De manera
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interesante la presencia de ANAS/DFS70 se asocid0 negativamente con la
presencia de niveles de PCR. Confirmandos la presencia de este patron en
individuos saludables solamente.®®

Como se ha descrito anteriormente, la frecuencia del patron ANAS/DFS70
ha prevalecido en poblacion sana, pero poco se describe de los individuos que
se clasifican como sanos. En un estudio de cohorte poblacional realizado en
Brasil con 918 muestras individuos sanos, frente a 153 diagnosticados con
enfermedad reumatica autoinmune establecieron los patrones de ANAS IFI,
donde el 90.2% del grupo de individuos ARD (enfermedades reumaticas
autoinmunes) registro algun patron de ANAS IFI. El patron ANAS/DFS70 se
observo en 39 del grupo de individuos sanos y 0 del grupo ARD. Cuatro afios
después invitaron a varios de los pacientes a una reevaluacion, en este caso
hubo muy baja participacion, pero de los resultados obtenidos, se encontré que
en general los patrones vy titulos de ANAS aumentan con la edad, pero se
observo en los individuos que estaban en el grupo de diagnosticados con ARD,
ademas a esto, 4 afios después, de los individuos que registraron ANAS/DFS70
ninguno desarrollo enfermedad reumatica.®?

Michael Mahler et al, en estados unidos, realizé la identificacion de
patrones ANA IFI en individuos de un hospital, clasificando a 124 como
individuos sanos. El porcentaje mas alto con el patrén correspondiente a
ANAS/DFS70 se observé de este grupo de individuos sanos (8.9%), mientras
que a diferencia del grupo correspondiente a individuos con SARD
(enfermedades reumaticas autoinmunes sistémicas) fue de 2.8%. %

De nuestros resultados obtenidos frente a ANAS/DFS70, se observo la
presencia del patron en 4 individuos en total. Tres de ellos correspondian al
grupo de controles y uno hacia parte del grupo FDR. Todos tenian caracteristicas
en comun, como que fueron mujeres en edad susceptible al desarrollo de AR,
9, 97 (dos individuos con 32 afios y dos con 53 y 54 afios), ninguna de ellas
registro titulos serolégicos de marcadores inflamatorios o auto anticuerpos
asociados a AR, las 4 mujeres estaban sin sintomas y sin articulaciones
inflamadas o dolorosas. Estas caracteristicas, resalta la importancia de hacerle

seguimiento a los individuos, para evaluar (en especial al individuos que
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correspondia al grupo FDR) que no haya aparicion o desarrollo de AR a través
del tiempo.

Ahora bien, para analizar los resultados de los anticuerpos antinucleares
se debe considerar que se asocian en su mayoria al Lupus Eritematoso
Sistémico (LES), ya que en esa enfermedad fue donde se descubrieron y se
caracterizaron por primera vez estos anticuerpos.®®En la actualidad, se conoce
gue estos anticuerpos no solo reaccionan a componentes nucleares de una
célula, si no a cualquier componente de la celula.®®Es por eso, que un resultado
positivo de ANAS puede significar muchas cosas o0 puede que no tengan
significado clinico relevante en determinado momento, simplemente, refleja la
interaccién de un anticuerpo con un antigeno del componente celular y de los
cuales, se han establecido muy pocos con asociacion a enfermedades
especificas. 190 El ICAP (International Consensus of ANA patterns) ha tratado de
describir los diferentes patrones de ANAS (basado en la técnica gold standard
con células HEp-2 mediante IFI) y describir su asociacion a diferentes antigenos
y enfermedades. Hasta el momento, se han descrito 29 diferentes patrones de
ANAS, de los mas descritos en la literatura mundial, encontramos los patrones:
granular fino y granular grueso, homogéneo, centromero, citoplasmatico
moteado. 101 192 103 o cual coincide con los resultados encontrados y que
prevalecieron en nuestro estudio, que en orden descendente fueron granular
grueso, citoplasmatico y homogéneo.

Otro aspecto importante en la determinacién de ANAS IFI, es el titulo al
cual se observan anticuerpos. En nuestro estudio manejamos las diluciones a
partir de 1:80. En nuestros resultados se encontrd en los tres grupos, una baja
frecuencia de ANAS IFI a la dilucion 1:320.

En cuanto a los individuos ANAS/DFS70 positivos, se obtuvieron 2
individuos seropositivos hasta la dilucion 1:80 y dos hasta 1:320. Curiosamente,
los dos individuos con titulos hasta la dilucién 1:320, superaban los 50 afios, esto
se correlaciona con lo descrito en la literatura, donde se describe que las
personas a mayor edad mas titulos de auto anticuerpos tienen. Como se
demostré en un estudio realizado en Suecia, donde se tomaron 100 individuos

de la tercera edad (mayores a 75 afos) sin ningun tipo de enfermedad
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autoinmune o cancer. Estos individuos fueron comparados con 100 personas
jovenes (20-40 afos), se les realizd medicion de ANAS IFI y se compararon los
resultados. Dentro de las frecuencias obtenidas, en un 80% del grupo de
individuos de la tercera edad se registraron titulos superiores a 1:200, mientras
gue en sanos un 45%.1%* También se observé una diferencia significativa entre
los resultados positivos entre hombres y mujeres, siendo el 24%, del total de
ANAS IFI seropositivos, mujeres de la tercera edad.

Al comparar mujeres y hombres frente a la prevalencia de ANAS, se ha
descrito a nivel mundial, que los ANAS son mas frecuentes en mujeres, 13 igual
a como se presentd en nuestro estudio. Un estudio de cohorte poblacional
realizado en Japodn, tratd de determinar en 2181 muestras de individuos
aparentemente sanos, donde no se incluyeron criterios de exclusién. Estas
fueron tomadas al azar, para determinar la frecuencia de ANAS IFIl y si estos
resultados ponian algun factor comun entre los individuos seropositivos.
Decidieron tomar como positivos a las muestras que tuvieran titulos igual o
superior a 1:160. Fueron en total 566 pacientes positivos para ANAS IFly a 100
se les logro determinar que padecian de algun tipo de enfermedad autoinmune.
Luego clasificaron a los individuos por edades, donde se observé que la mayor
prevalencia de individuos ANAS, era en mujeres entre los 61-70 afios. 1°Frente
a nuestros resultados, también prevalecié en dos de ellos (grupo ARt y FDR)
mayor frecuencia de ANAS IFI en individuos de mayoria de edad (superior a los
50 afos), y en el grupo control, predomino el grupo mas joven (individuos entre
20-30 afios).

En la Universidad Connecticut Health Center, en Farmington, residentes
médicos le hicieron seguimiento y diagnostico a 232 individuos, a los que
previamente se les habia identificado patrones de ANAS IFI. A 21 individuos, se
les diagnostico alguna enfermedad autoinmune, mientras que 23 demostraron
no contar con ninguna asociacion a enfermedad autoinmune ni tampoco
registraban antecedentes familiares. 1%°

Entre los grupos estudiados, se observé una diferencia marcada frente a
la prevalencia de ANAS IFI. Para el grupo de ARt y su control, se observaron 15

individuos ARt seropositivos contra 6 individuos control. Al contrario que sucedio
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en el grupo de FDR, ya que casi la misma cantidad de individuos seropositivos
en FDR (17) se observo en los individuos control (18). La prevalencia de los tipos
de patrones, fue la misma para todos los grupos, ya que en los tres predomino
el patron granular fino y el menos frecuente fue el patron homogéneo.

Como se ha descrito antes, el tipo de patron observado puede ser o no
relevante dependiendo de una gran cantidad de factores. Por ejemplo, el ICAP
describe que el patron mas frecuente que se obtuvo en nuestro estudio (granular
fino), esta relacionado a antigenos como SS-A / Ro - SS-B / La (antigenos
citoplasmaticos), Mi-2 (helicasa nuclear), TIF1y - TIF1B (proteinas nucleares),
Ku (subunidad reguladora de DNA) *° lo cual lo asocia a enfermedades como
LES, dermatomiositis y Sindrome de Stevens Jhonson.

Se requieren nuevos estudios que incluyan pacientes con enfermedad del
tejido conectivo no diferenciadas como marcador de exclusion de desarrollo de
autoinmunidad, los resultados encontrados soportan los hallazgos previos de
baja frecuencia de ANAS-DFS70 en nuestra poblacién colombiana estudiada y
en individuos sin enfermedad autoinmune sistémica.

Es importante resaltar el hecho de no haberse encontrado en individuos con
diagnéstico de AR lo cual sugiere ser un buen marcador para excluir enfermedad

reumatica sistémica, en concordancia con lo descrito en la literatura mundial.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados de ANAS/DFS70 fueron los esperados, ya que ningun
individuo diagnosticado con ARt registro titulos de anticuerpos ANAS/DFS70. El
total de los individuos que fueron positivos para este patrén a pesar de que
necesitan seguimiento son sujetos son saludables y compartian caracteristicas
de sexo y clinicas similares, permite sugerir la exclusion de enfermedad
autoinmune.

Ante estos resultados, se concluye que al igual que en lo descrito
previamente en Colombia, la frecuencia del patrén ANAS/DFS70 no es alta, pero
si puede ser eficaz para apoyar la exclusion de un individuo de alguna
enfermedad reumatica autoinmune.

Frente a los diferentes patrones de ANAS observados en la poblacion,
prevalecieron los patrones mas comunes descritos a nivel mundial,
predominando en mujeres mayores a 50 afios lo cual concuerda con la literatura
resultados que necesitan un seguimiento clinica para determinar su relevancia.

Con esta investigacion se demuestra la importancia de determinar la
frecuencia de ANAS/DFS70 en nuestra poblacion, no solo para poder excluir
individuos con riesgo de padecer enfermedades reumaticas autoinmunes, sino
también para poder diferenciar cuando la aparicién de este tipo de anticuerpos
de un individuo puede tomar relevancia clinica o no.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, es recomendable
seguir con un seguimiento de los titulos de anticuerpos de los individuos y en
especial, de los individuos que registraron el patron DFS70 y asi corroborar el

funcionamiento de este, que es el descarte de enfermedad reumatica.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Tabla tomada de “Rheumatoid arthritis classification criteria: an
American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism
collaborative initiative.” para el establecimiento de los criterios de inclusién de
pacientes con Artritis Reumatoide.
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Table 3. The 2010 American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism classi-
fication criteria for rhenmatoid arthritis

Score

Target population {(Who should be tested?): Patients who
1) have at least 1 joint with definite clinical synovitis (swelling )™
2y with the synowvitis not better explained by another diseasct
Classification criberia for RA (score-based algorithm: add score of categories A-D;
a soore of =6/10 = needed for classification of a patient as having definite RA)E

A Joint involvement§
1 large jointd
2—10 large joints
1—3 small joints {(with or without involvement of large joints)#
4— 10 small joints (with or without mvolvement of large joints)
=10 points (at least 1 small joint)*™

B. Serology (at least 1 test result is needed for classification )
Megative BF and negative ACPA 0
Low-positive RF or low-positive ACPA 2
High-positive BF or high-positive ACPA 3

C. Acute-phase reactants (at least 1 test result is needed for classification)ff
Normal CRP and normal ESR 0
Abnormal CRP or abnormal ESR 1

D. Duration of symptoms§§
< b weeks ]
=6 weeks 1

-

LAk I =

Anexo 2: Formato de recoleccion de datos y criterios de exclusion para
individuos participantes del estudio.
1. FORMATO DE CRITERIOS DE EXCLUSION
FORMATO CRITERIOS EXCLUSION
Fecha: Género: FM Edad:
Nombre: C.C

Procedencia:

Paciente con proceso infeccioso en curso S NO__
Paciente con diagndstico de otra enfermedad autoinmune. Sl NO_
Pacientes que rehdsen entrar al estudio y por tanto no firmenel | SI__ NO__
consentimiento informado

Pacientes con dificultades para completar la informacién S NO__
pertinente

Paciente con diagnéstico de EAS Pacientes que hayan Sl NO__
recibido manejo con terapia bioldgica
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Paciente con diagnéstico de AlJ Edad menor de 10 afios Sl NO__
Pacientes que rehulsen entrar al estudio o cuyos padres no Sl NO__
autoricen el ingreso al mismo

Recibi6 tratamiento periodontal en los Ultimos seis meses Sl NO__
Consumi6 Antibidticos en los ultimos 3 meses Sl NO_
Paciente en lactancia o embarazo Sl NO_
Paciente con ortodoncia Sl NO_
Paciente con cancer Sl NO_
Paciente con Diabetes SI__ NO__
Pacientes con nimero de dientes menor de 6 SI__ NO__
Paciente reconoce porque perdio sus dientes Sl NO__

ACEPTADO SI NO

NOMBRE EXAMINADOR FIRMA
Observaciones:

DATOS

EPIDEMIOLOGICOS COMPLEMENTARIOS:
1. Tipo de Vivienda Propia:____ Arrendada:__ Comun:_____ Alojamiento:___
2. Estado Civil Casado: Soltero: Viudo:___ Unién libre:_
3. Nivel de estudios Primaria:____ Bachillerato:____ Universitario:_____
4. Actividad econdmica Hogar:___ Independiente; Empleado dependiente;  Pensionado:
Estudiante:_
5. Actividad fisica SI: NO: Leve: Moderada:_ Excesiva:____
6. Talla: Peso:
7. Paciente con exposicién actual a cigarrillo. Cuantos diarios:_~ SI__ NO__
8. Paciente con exposicion pasada a cigarrillo. Hace cuanto:__ SI__ NO__
9. Paciente fumador pasivo. Hace cudnto:_ SI__ NO_

2. FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS PACIENTES CON ARy

FAMILAIRES :

Fecha: Numero.
Nombre: cédula:
Edad(afios): Sexo: M F
Diagnostico: Pre AR Clinica Familiar de AR
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AR temprana:

Otros diagndsticos o comorbilidades:

Tratamiento actual:

Fuma: SI___ NO__ Fuma:Sl NO: Hace cuanto fumador
pasivo: Hace cuanto:

Edad al Dx de la AR: tiempo de diagndstico:

ocupacion: Tipo de vivienda: Estado

civil Nivel de

estudio

Actividad Fisica:

Leve Moderada Fuerte
TTo biolégico previo DMARD
previo

NUmero de Articulaciones inflamadas

NuUmero de articulaciones dolorosas

VAS pte VAS del médico SCDAI RAPID
3

HAQ DAS28 VSG PCru:

Peso talla-

estatura IMC

MD Responsable

Anexo 3: Formato de consentimiento informado para los individuos participantes en el
estudio.
MINISTERIO DE DEFENSA NACIONAL
HOSPITAL MILITAR CENTRAL
DIRECCION GENERAL
SUBDIRECCION DE DOCENCIA E INVESTIGACION CIENTIFICA
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“NUESTRO RETO: LA EXCELENCIA EN SALUD”
Transversal 3° No. 49-02
Telefax 3486868 Ext. 5310 — 5311
Bogota - Colombia
CONSENTIMIENTO INFORMADO

AUTORIZACION PARA EL USO DE LA MUESTRA DE SANGRE Y DE LA ENCIA
PARA UN TRABAJO DE INVESTIGACION EN PACIENTES CON ARTRITIS.
INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Ma. Consuelo Romero Sanchez, MSc, PhD Teléfono: 348 6868 ext 5050 Hospital
Militar, celular 3127771226

Verdnica Romero Alvarez , MD. Teléfono: 3165773082. Universidad Militar Nueva
Granada.

CO-INVESTIGADORES: Diana Alejandra Acero Molina. Teléfono: 3115014066.
Laboratorio de Inmunologia Hospital Militar Central.

TITULO DE LA INVESTIGACION: Frecuencia de anticuerpos anti-DFS70 en
pacientes con Artritis Reumatoide, familiares en primer grado y poblacién sana:
cohorte Hospital Militar Central.

El presente es un formato de aceptacién para que mi muestra sea usada en un estudio
sobre artritis. El término artritis agrupan a una serie de enfermedades que tienen como
principal manifestacién la inflamacién de las articulaciones de la columnay en algunos
casos de las manos, mufiecas y codos. Por lo tanto la muestra tomada de sangre sera
estudiada para ver el contenido de sustancias y moléculas (Factor Reumatoide y
DFS70 por diversas técnicas) que pueden ayudar a controlar y entender estas
enfermedades.

Conozco que para el manejo actual correcto como paciente con artritis, familiar de un
paciente con artritis o0 control, es importante que tomen muestras de sangre, por lo
tanto autorizo para que una parte de la muestra sea usada en el estudio.
COMPENSACION: Usted no recibira dinero por participar en el estudio pero su ayuda
en el futuro podria beneficiar a los pacientes con artritis, al obtenerse resultados
cientificos. Los costos del examen de sangre para evaluar sus defensas seran
cubiertos por el estudio. Otros procedimientos para tratar la enfermedad que se

realizaran posteriormente no seran cubiertos.
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RIESGOS: Usted debe entender que los riesgos de estos procedimientos seran
minimos y para el presente protocolo se utilizardn las muestras previamente tomadas,
por lo que no serd sometido a una nueva puncion a (ANAS IFl, ANAS/DFS70, ANAS
LIA). Personal profesional con experiencia realizara todos estos procedimientos
utilizando medidas de seguridad estandarizadas. Estos incluyen el uso de ropa
protectora (blusas de laboratorio), guantes, tapabocas y gafas protectoras. Ademas
todos los instrumentos seran esterilizados entre pacientes, y cuando es necesario
materiales desechables seran utilizados y la toma de sangre no representara riesgo
para usted ya que el volumen tomado corresponde a una minima parte de la sangre
comparado con la que se extrae cuando usted hace una donacion de sangre. Después
de la toma de sangre usted puede sentir un poco de dolor en el sitio y podria aparecer
un morado en la piel que desaparecera en unos dias.

BENEFICIOS: Se le haran exdmenes de sangre para evaluar el estado en que se
encuentran sus defensas y la actividad de su artritis 0 en caso de ser familiar le servira
para conocer si alguno de estos marcadores de artritis se encuentra y tomar conductas
preventivas tempranas.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacion obtenida en este
estudio se mantendra estrictamente confidencial, con la excepciéon de que la Ley
requiera la informacién.

COMPLICACIONES: Usted debe recordar que la posibilidad de complicaciones por su
participacion en este estudio es muy baja. Si usted tiene alguna complicacién usted
puede llamar a los numeros de teléfono celulares de los investigadores encargados en
el Hospital Militar que aparecen al inicio de este documento, ellos lo orientaran y le
proporcionaran la informacién necesaria para su solucion.

RETIRO DEL ESTUDIO: Usted esta de acuerdo en que su participacion en este
estudio es completamente voluntaria y que puede retirarse del mismo en cualquier
momento avisando con tiempo a los investigadores. Esta decision no lo afectara en el
presente o futuro. Es posible que alguno de los investigadores pueda retirarlo del
estudio si es necesario al encontrar alguna situacion que lo requiera para su beneficio.
DERECHOS DE LA PERSONA: A usted se le ha dado la oportunidad de preguntar
acerca de este estudio y de su participacion en él. Tiene derecho a que sus preguntas
se respondan a su completa satisfaccién. Usted debe hacer sus preguntas ahora antes
de firmar este documento o en cualquier momento después de firmarlo. Si usted desea
alguna otra informacioén o tiene preguntas acerca de los derechos de una persona que

participa en investigacion, puede contactar a los investigadores encargados en cada
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Universidad en cualquier momento a los nimeros de teléfono que se encuentran en la
parte inicial del documento. No habra subordinacién en los pacientes de las fuerzas
militares.

ACUERDO: Yo he leido y entendido este informe de consentimiento. Estoy de acuerdo
en que voy a participar en este estudio de investigaciéon. Cuando firme este documento

recibiré una copia de este informe de consentimiento.

Nombre del Participante cédula Firma Fecha

Direccion teléfono
I
Nombre del Testigo 1y cédula Firma Fecha
Direccion y teléfono
I/

Nombre del Testigo 2 y cédula Firma Fecha

Direccion y teléfono

Dra. Veronica Romero.

Investigador Principal

Dra. Maria Consuelo Romero S.

Investigador Principal

En caso de inquietud comunicarse con: Responsable proyecto:
Dra. Maria Consuelo Romero S. teléfono 3486868 ext 5050
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