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RESUMEN

Dentro de las enfermedades autoinmunes, la Artritis Reumatoide es una de las mas estudiadas,
dada su alta prevalencia. Numerosos estudios han reportado como posible mecanismo gatillante la
existencia de una respuesta inmune contra el Colageno tipo Il. El presente trabajo busca contribuir
al conocimiento y significacién de este proceso, a través de la determinacion de diferentes auto-
anticuerpos en sujetos con Artritis Reumatoide (diagnosticados bajo criterios del American College
of Rheumatology) y en sujetos con artralgias inespecificas en comparacién con sujetos normales.
Para esto, se realiz6 un estudio descriptivo, de corte transversal, en el que se determiné la presencia,
en sueros, de anticuerpos anti-colageno tipo Il y de anticuerpos anti-Péptidos Ciclicos Citrulinizados
(CCP) por ELISA y de Anticuerpos anti-sinovial por Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) con métodos
previamente estandarizados de acuerdo a procedimientos convencionales. No se encontr6 diferencia
significativa entre los promedios de los niveles de los anticuerpos anti-colageno tipo Il en los 3 grupos;
sin embargo, la distribucién de los titulos de anticuerpos presenta, en los tres grupos, curvas de
frecuencia de tipo bi-modal cuyos perfiles son totalmente diferentes entre ellos. En este orden, se
identificd un subgrupo conformado por el 20% del grupo con Artritis Reumatoide quienes presentaban
anticuerpos anti-colageno tipo Il con niveles muy altos, por encima de las dos desviaciones estandar;
dichos sujetos correspondian a adultos jovenes (edad promedio 41 afios) que no recibieron tratamiento
inmunosupresor.

No se encontr6 ninguna correlacidn entre los niveles de anticuerpos anti-colageno tipo Il, los anticuerpos
anti-CCP, y los de anticuerpos anti-sinovial. Se discute la significacion de estos hallazgos.

PALABRAS CLAVE: Anticuerpos anti-colageno tipo Il, anti-péptido ciclico citrulinizado, anti-sinovial,
Artritis Reumatoide.

ABSTRACT

Between the Autoimmune Diseases, Rheumatoid Arthritis (RA) is one of the most studied, due to its
high prevalence. Several studies have reported as possible shooting mechanism the existence of an
immune response against Collagen type Il. The present work look for contributing to the knowledge and
meaning of the autoimmune process through determinations of different serum antibodies in subjects
with Rheumatoid Arthritis (diagnosed under the American College of Rheumatology criteria) and in
subjects with unspecific arthralgia in comparison with normal subjects. For this purpose, a transversal
descriptive study was carried out, determining the presence of anti-collagen type Il antibodies, anti-CCP
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(Citrulinated Cyclic Peptides) antibodies and anti-synovial antibodies by indirect immunofluorescence
(IFl) in sera, using previously standardized methods according to conventional procedures. No significant
differences was found between the averages of the levels of anti-collagen type Il in the 3 groups;
however, the distribution of the antibody titles shows, in the three groups, curves of frequency of a bi-
modal type, with profiles totally different between them. In this order, inside the group with Rheumatoid
Arthritis it was identified a subgroup formed by the 20% of the subjects that presents very high levels of
anti-collagen type Il Antibodies (over the two standard deviations), made by young adults (average age
41 years) that did not receive inmunosuppresive treatment.

It was not found relationship between the levels of anti-collagen type Il antibodies, anti-CCP antibodies
and anti-synovial antibodies. The significance of these findings is discussed.

KEYWORDS: Anti-collagen type Il antibody, anti-cyclic citrullinated peptides antibody, anti-synovial

antibody, Rheumatoid Arthritis.
INTRODUCCION

Las enfermedades autoinmunes afectan
aproximadamente al 5 % de la poblacion vy
comprenden un grupo heterogéneo de
enfermedades de las que, por ser multifactoriales,
no se conoce de manera clara su etiologia.
Entre los procesos autoinmunes mas frecuentes
destacan las llamadas “Enfermedades del
Colageno” caracterizadas por procesos
exacerbados de fibrosis que se instalan como
efecto de una respuesta autoinmune dirigida
contra estructuras que conforman el tejido
conectivo, en el que la principal y mas abundante
proteina es el colageno. Entre estas enfermedades
la mas frecuente y mas estudiada es la Artritis
Reumatoide (AR) cuya prevalencia es del 1%
a nivel mundial (13). En esta patologia se ha
descrito la existencia de una respuesta inmune
contra el Colageno tipo Il, molécula que seria el
principal auto-antigeno gatillante para instalar un
proceso de hipersensibilidad. Tal hecho ha sido
evidenciado en varios estudios tanto en pacientes
con AR, en los que se ha demostrado la presencia
de anticuerpos contra el Colageno tipo Il en suero
y en fluido sinovial (3,5,9,10,11,25,39,40,43),
como en modelos experimentales animales tales
como la Artritis Inducida por Colageno (CIA)
(16,17,18,24,28,32,42,48) o la Artritis inducida
por Anticuerpos anti-Colageno tipo 1l (AIAC)
(19,26,34,42). Los ratones con CIA han sido
una fuente importante de numerosos estudios;
en varios de ellos se han usado anticuerpos
monoclonales que reconocen  estructuras
especificas del Colageno tipo Il nativo y que
no reconocen colageno tipo Il desnaturalizado
(12,37).
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No obstante lo anterior, aun no esta claro el papel
de estos auto-anticuerpos en la etiopatogenia
(27), en la evolucion, ni en el pronéstico de los
procesos artriticos, hecho que se asocia a la multi-
factorialidad y a la gran variabilidad de los eventos
concurrentes a lo largo del curso de la enfermedad.
También deben considerarse que no en todos los
casos de AR se desencadena el proceso fibrotico
o el de dafio en el cartilago articular.

Por otra parte, se han encontrado auto-
anticuerpos dirigidos contra nuevas estructuras
que se forman por la accibn de enzimas
moduladas hormonalmente; tal es el caso de
los péptidos ciclicos citrulinizados presentes en
tejido articular como nuevos epitopes moleculares
del colageno y de la membrana sinovial articular
(21), Existen fuertes evidencias que muestran a
estos anticuerpos como marcadores tempranos
de diagnostico y pronostico de Artritis Reumatoide
(20, 44, 45, 46,47).

El presente trabajo busca contribuir al
conocimiento de la significacion de este tipo de
auto-anticuerpos presentes en este proceso.
Para esto, se realizd la determinacion del
perfil de la respuesta de auto-anticuerpos anti-
colageno tipo Il nativo, anti-membrana sinovial
y anti-péptido ciclico citrulinizado en el suero
de sujetos con Artritis Reumatoide (AR), de
sujetos con artropatias inespecificas y de sujetos
aparentemente normales, en los que se explord
también la correlacién entre los mismos y con
diferentes variables asociadas.

HIPOTESIS: El perfil de distribucion de los niveles de
auto-anticuerpos es diferente en los sujetos con Artritis
Reumatoide y los que cursan con artropatias inespecificas.



OBJETIVOS:
OBJETIVO GENERAL.

Determinar el perfil de distribucion de los niveles
de larespuesta de auto-anticuerpos en sujetos con
Artritis Reumatoide y en sujetos con artropatias
inespecificas.

OBJETIVO ESPECIFICOS.

- Determinar la magnitud de la presencia de
anticuerpos anti-colageno tipo Il nativo y anti-
peptido citrico citrulinizado en sujetos sanos,
en sujetos con Artritis Reumatoide y en sujetos
con Artropatias inespecificas.

- Evaluar la presencia de anticuerpos anti-
membrana sinovial tanto en los sujetos
normales como en los que cursan con
artropatias reumaticas y no reumaticas.

MATERIAL Y METODOS
Poblaciéon y Muestra.

Se realizd un estudio descriptivo y transversal,
con los sueros de pacientes que asistieron
al Instituto de Servicios de Laboratorio y de
Diagnostico e Investigacién en Salud — SELADIS,
solicitando diversos examenes de laboratorio y
que ya contaban con diagnostico. Esta poblaciéon
comprendié tres grupos de sujetos entre 18 y 70
anos de edad: Sujetos con Artritis Reumatoide
(N=40); sujetos con artralgias inespecificas (N=32)
y sujetos control (N=41). La indagacion clinica y
el consentimiento informado para la utilizacion de
su suero, fueron realizados a tiempo de realizar la
toma de muestras.

Criterios de Inclusion y de Exclusion.

El primer grupo consisti6 en: pacientes
diagnosticados con AR por médico especialista bajo
los criterios del American College of Rheumatology
(Arnett FC. Et al, 1988) y/o por la presencia de
Anticuerpos Anti-CCP “positivo” en suero y ausencia
de otra patologia detectable clinicamente.

El segundo grupo: sujetos con artralgias
inespecificas, incluyo a los que reportaron dolor
articular casual o eventual que no cumplia con los
criterios del American College of Rheumatology y
ausencia de anticuerpos Anti-CCP (negativo) en
suero. Se excluyeron sujetos con artropatias de
otro origen.

El grupo control fue conformado por sujetos
sin patologia evidente durante este estudio
(aparentemente sanos), sin antecedentes de
artralgias recurrentes y en ausencia de infeccion
reciente o concomitante.

Determinaciéon de Anticuerpos Anti-Colageno
tipo Il por ELISA.

Obtencion y preparacion del colageno tipo IlI: El
colageno fue extraido de cartilago de tabique
nasal bovino segun el procedimiento descrito por
Weir (49); brevemente: el cartilago fue pulverizado
por trituracidn después de su congelacion con
nitrogeno liquido (Carrera de Fisica — UMSA) en
combinaciénconhieloseco (PraxairS.A.),logrando
una temperatura aproximada de -120 °C,para
remover proteoglicanos; la fraccion de polvo seco
fue re-suspendida en 5 volumenes de Clorhidrato
de Guanidina 4M (p/v) (SIGMA, Aldrich Corp.),
en medio amortiguador de Tris 0.05 M, pH7.5. Se
incubo a 4°C, se centrifug6 a 2000 g. (14000 r.p.m.)
por una hora a 4°C y se lavé con acido acético 0.5
M. La suspension se centrifugd a 14000 r.p.m.,
para su posterior digestion con Pepsina en una
relacion cartilago/pepsina de 50:1 (SIGMA Aldrich
Corp.). Se precipitéd el colageno tipo Il por adicion
gradual de NaCl, Los fragmentos de la digestion
péptica se eliminaron por dialisis exhaustiva de la
suspensiéon contra acido acético 0.5 M. El liquido
que se obtuvo en la endodialisis fue liofilizado y
conservado en refrigeracion a 20°C, hasta su uso.
Se determind la concentracién de colageno tipo
Il por peso seco y se realizdé una curva con Rojo
Ponceau (absorbancia a 560 nm), la que permitid
determinar la concentracion de colageno en las
preparaciones sucesivas del producto.

El pegado del antigeno a la placa de 96 pozos se
realizé adicionando a cada pozo una suspension
de colageno tipo Il a una concentracion de 2
pg/ml (52) en Tris CINa (Tris: 0.05 M; CINa: 0.2
M) a pH 7.4, para ser incubados a 4°C por una
noche. Se lavé 5 veces con PBS 0.15 M, pH
7,4.El bloqueo de espacios libres fue efectuado
mediante la adicion  PBS/caseina 2% (p/v)
(Leche Morinaga con alto contenido de caseina),
incubando por 1 hora a 37°C, dos veces. El
exceso de reactantes fue removido mediante
lavado con PBS/Tween 20 al 0,05%, 5 veces. La
reaccion antigeno anticuerpo fue llevada a cabo
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por adicién de suero a diluciéon 1:100 (100 pl por
pozo). El revelado de los anticuerpos reactantes
se realizd6 por incubacién con IgG de Cabra,
anti Fc-IlgG humana acoplada a Peroxidasa
de Rabano (INC Pharmaceuticals, Inc), a una
dilucibn 1:32,000 (previamente normalizada),
adicionando 200 pl/pozo e incubando por una
hora a 37°C. A la mezcla se adicion6100 pl/pozo
del co-sustrato 3,3",5,5 tetrametilbenzidina (TMB
Trinity) y del sustrato (H,O,) por 15 minutos, a
temperatura ambiente. La reaccién se par6 por
adicion de H,SO, 0.13M (Trinity), en un volumen
de 100 pl/pozo. Se determiné el titulo midiendo las
absorbancias (D.O.) en un lector de placas ELISA
multi-pozo (Avareness), a 450 nm — 630 nm.

Como control negativo se us6 suero libre de
anticuerpos anti-coladgeno, el mismo que se
prepar6 a través de absorciones seriadas de
sueros de sujetos normales (enlos que inicialmente
en ningun caso se encontrd negatividad con
absorbancia cero); para esto, el colageno tipo |l
nativo a una concentracion 6ptima de 100 pyg/ml,
se adicion6 a placas multipozo en una solucion
de Tris NaCl (Tris: 0.05 M; NaCl: 0.2 M), a pH
7,4 para ser pegado por incubacién a 4°C por
una noche. Los pozos se lavaron con PBS 0,15
M, pH 7,4 y posteriormente se incubd cada uno
con un volumen de 100 pl de un pool “normal” de
sueros, durante 12 horas a temperatura ambiente,
con leve agitacion. Se recuper6 el sobrenadante y
se transfirié a otros pozos pegados con antigeno,
repitiendo el proceso (reabsorcién) hasta que el
sobrenadante mostrd una reaccion negativa para
anticuerpos anti-colageno. Este se guardd a -20°C
hasta su uso.

Determinaciéon de Anticuerpos Anti-CCP por
ELISA.

La citrulinizacibn es un proceso enzimatico que
sucede en la articulacion por el cual residuos
de arginina se convierten a residuos de citrulina
mediante una modificacion por de-imidacion
post-transcripcional, modulada por una enzima
Ca*™ dependiente: la Peptidil Arginin de-imidasa
(PAD). Este proceso se lleva a cabo en proteinas
presentes en las estructuras articulares y se
identifica como el posible mecanismo de la
induccion de autoinmunidad en las células
T CD4* en los sujetos que sufren procesos

Cuadernos Hospital de Clinicas Vol. 55(1)

autoinmunes, como la Artritis Reumatoide (AR).
Asi, la presencia de anticuerpos anti-péptido
ciclico citrulinizado es considerada como un
marcador temprano de la enfermedad, siendo su
deteccidon un procedimiento caracterizado por su
alta sensibilidad y especificidad (4, 6, 20, 45, 47).

Para la determinacién de Anticuerpos Anti-péptido
Ciclico Citrulinizado (Anti-CCP) se us6 un Kit
Comercial validado y certificado (Inmunoscan
RA, catalogo N° RA 96-RT, Euro-Diagnoéstica)
y se procedi6 de acuerdo a instrucciones del
fabricante. Los resultados se expresaron como
Unidades Internacionales (Ul/mL).

Determinacién de Anticuerpos Anti-membrana
Sinovial por Inmunofluorescencia Indirecta.

Un fragmento de tejido sinovial articular humano,
fue obtenido de un paciente que se sometié a
reemplazo de la articulacion de la cadera, para
recibir una prétesis. La biopsia fue obtenida segun
técnicas quirurgicas convencionales y se guardo
en un frasco con PBS estéril a — 20°C.

Mediante lavado exhaustivo con buffer de
acetatos se eliminaron las inmunoglobulinas de
depoésito en el tejido sinovial. ElI suero control
negativo fue exento de anticuerpos anti-sinovial a
través de procedimientos sucesivos de absorcion
por incubacién, a temperatura ambiente, con
fragmentos de tejido articular. La muestra de
tejido sinovial fue procesada con micrétomo
de congelacidbn para obtener cortes con un
grosor de 5 pym; estos fueron adheridos sobre
portaobjetos por cambio brusco de temperatura
(de 4°C a temperatura ambiente), dejandolos en
camara humeda por 1 hora. Para eliminar restos
de Inmunoglobulinas tisulares (que podrian dar
fluorescencia inespecifica en la IFl) se procedid
al lavado con PBS por 40 veces; el corte fue
secado y fijado con metanol-acetona (v:v) por
30 minutos, evitando que el tejido se seque. Los
cortes se incubaron con 30 yl de suero de sujetos
en estudio, a una dilucién de 1:20 por 30 minutos,
a 37°C. y se revelaron por incubacién con 30 ul de
un conjugado de Ig anti-inmunoglobulina humana
marcada con Iso-tiocianato de Fluoresceina (MP
Biomedicals) a una dilucién de 1:200 en PBS, por
30 minutos a 37°C. Para la tincion de contraste
se adicion6 Azul de Evans, por 5 minutos. La
observacion al microscopio de fluorescencia fue



efectuada dentro de los treinta minutos después
del ultimo lavado. Los resultados se expresan
como ausencia o presencia de fluorescencia,
evaluada en su intensidad en una escala arbitraria
de 0 a 6;la misma que fue definida previamente por
observacién de cortes de tejido articular a los que
se adiciono suero de sujetos con AR que dieron
positividad, a diferentes diluciones. La presencia
de fluorescencia inespecifica fue calificada con el
valor de 1y la maxima intensidad de fluorescencia
con el valor de 6.

Analisis Estadistico

El Test Kruskal-Wallis fue usado para comparar
los grupos de estudio. La t de student fue
determinada para examinar diferencias entre los
grupos (modos) encontrados en los perfiles de
distribucidon de los sujetos de estudio. p menores
de 0.05 fueron consideradas estadisticamente
significativas. Se utilizd regresion lineal para
conocer la correlacidon entre los grupos de estudio.
Se aplicd el programa estadistico SPSS 12.0 de
Windows para la realizacion de los graficos, en
los que construyeron las curvas de densidad—
frecuencia (Paquete estadistico SPSS, version
12.0).

RESULTADOS
Caracterizacion de los Grupos de Estudio.

La tabla 1 muestra que los promedios de edad
de los grupos de Sujetos con Artritis Reumatoide
y de los sujetos con Artralgias Inespecificas
son muy similares (42,5+ 15.03 y 48 + 13.7,
respectivamente); en cambio, los sujetos normales
pertenecen a un grupo mas joven: 27,7 +7,9. La
mayor parte de los sujetos examinados en los
dos grupos de pacientes corresponden al sexo
femenino (90% y 81%).Esta proporcion guarda
relacion etaria de artropatias con la poblacién
general, por lo que se mantuvo la misma en el

Tabla 1 . Caracteristicas de 72 pacientes con alguin

grupo de sujetos normales (80%).

La Respuesta Humoral Contra Colageno Tipo
Il Nativo.

El promedio de los titulos (D.O.) de anticuerpos
anti-colageno tipo Il nativo en los sueros de los tres
grupos de estudio muestran muy poca diferencia:
en el grupo de pacientes con Artritis Reumatoide
fue de 0.577 = 0.288, en el grupo de pacientes
que sufren dolores articulares inespecificos
no compatible con Artritis Reumatoide fue de
0.473 x= 0.192 y el grupo de sujetos normales
mostré un promedio de 0,506 + 0,199 (Tabla 1).
Sin embargo, exhibiendo los valores de cada
sujeto en los tres grupos (Figura 1), se pudo
observar los siguientes eventos: en el grupo de
pacientes con Artritis Reumatoide se presenta
un numero mayor de sujetos con titulos altos de
anticuerpos Anti-colageno tipo Il nativo: 11/40
(28%) que sobrepasan una desviacion estandar
(D.S.); entre estos, hay sujetos con niveles
que sobrepasan las dos D.S. 8/40 (20%). Este
subgrupo de pacientes estd conformado por
adultos relativamente jévenes (edad promedio 41
afos). También se pudo notar que en este grupo
de pacientes con AR hay sujetos con niveles bajos
de anticuerpos anti-colageno tipo Il nativo. En los
pacientes con artralgias no compatibles con AR,
solo 4/32 (12.5%) presentan titulos altos, pero
ninguno pasa las dos desviaciones estandar del
promedio del grupo de sujetos normales. En el
grupo de sujetos normales se observa también
la presencia de anticuerpos anti-colageno tipo Il
con un promedio cercano al de los artriticos pero
con gran dispersion de los valores de los titulos:
en algunos casos con niveles que sobrepasan
una desviacion estandar (6/41 =14.5%), aunque
no existen sujetos con valores mayores a las dos
desviaciones estandar, como ocurre en el grupo
de sujetos con AR.

tipo de artralgias y sujetos normales en estudio (41).

i Sexo , Prom. Ac. Anti
CLASIFICACION | No. | Fdad | pg Prom. Ac. Anticolag | o CCP D.S.
promedio E /| ™ D.O. DO
ARTRITIS

RO ATODE 40 | 425 |1503]| 36/ | 4 0.577 0.288 329.7 477.8

ARTRALGIAS
EeaESCAS. | 82 | 4805 | 187 |26/ | 6 0.473 0.192 19 2.045

NORMALES 41 277 | 79 |33/ | 8 0.506 0.199 0 0
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Figura 1. Determinacion de Anticuerpos Anti-colageno
tipo Il nativo, en los tres grupos de estudio (Artritis
Reumatoide, Artralgias inespecificas y normales)
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La figura 2 muestra la existencia, en todos los
grupos, de una distribucion bi-modal de los titulos,
cuyo perfil es significativamente diferente entre
ellos, tanto en valores de frecuencia como en
amplitud y ubicacién. Esta figura permite destacar:
la existencia de un pico de valores elevados en los
sujetos con Artritis Reumatoide, la coincidencia
de ubicacién entre los picos de titulos mas bajos
de los sujetos con Artritis Reumatoide y de los
sujetos con Artralgias Inespecificas; también
resalta la sobre-posicion del pico de titulos altos
de los sujetos normales con el de los pacientes
con artritis inespecificas.

Figura 2. Distribucion de frecuencias de los resultados
seroldgicos en los tres grupos de estudio.
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Determinaciéon de la Presencia y Niveles de
Anticuerpos Anti-sinovial.

El tejido sinovial es el principal blanco de
inflamacion en la Artritis Reumatoide; esta se
expresa como un proceso de dafno articular que
es el resultado de una hipersensibilidad tipo Ill
causada por el depésito de complejos inmunes
y que se denomina sinovitis. En este trabajo se
exploré la posibilidad de que, ademas de los
fendbmenos autoinmunes ya conocidos en la
Artritis  Reumatoide (complejos IgM Anti-IgG,
reaccion 1gG anti-CCP e IgG anti-colageno tipo
Il de cartilago articular), se induzca, durante el
fenbmeno inflamatorio, la exposicion de auto-
antigenos, que desencadene una respuesta
autoinmune contra estructuras de la membrana
sinovial, con la produccion de anticuerpos anti-
sinovial (hipersensibilidad tipo 1) y, tal vez,
la formacibn de nuevos complejos inmunes
(hipersensibilidad tipo Ill). La figura 3 muestra
que solo en los pacientes con AR o con Al existen
sujetos con anticuerpos anti-membrana sinovial.
Sin embargo, los titulos tienen una distribucion
amplia, detectandose solo en pacientes con Artritis
Reumatoide la existencia de Anticuerpos Anti-
sinovial con altos titulos 7/33 (21%), siendo una
persona de este grupo la que presenta la mayor
intensidad de fluorescencia (++), corresponde a
una Artritis Reumatoide crénica. En los pacientes
con artralgias inespecificas también se detectaron
anticuerpos anti-sinovial pero en titulos menores.
En los sujetos normales, ninguno sujeto mostrd
anticuerpos anti-sinovial.

Determinacion de anticuerpos anti-péptido
ciclico citrulinizado (Anti-CCP) por ELISA
indirecto.

En lafigura 4 se observan los titulos de anticuerpos
Anti-CCP en los tres grupos de estudio. En
los pacientes con Artritis Reumatoide de una
poblacion de 40 sujetos estudiados solo 22 (55%)
presentaron positividad para Anticuerpos Anti-
CCP. En los Pacientes con Artralgias inespecificas
no compatibles con Artritis Reumatoide y en las
personas aparentemente sanas, ninguno presenté
anticuerpos Anti-CCP. Lo anterior muestra que
este marcador es altamente especifico pero poco
sensible. Por otro lado, se pudo observar que
los niveles de anticuerpos anti-CCP fueron muy



Figura 3. Determinacion de anticuerpos anti-membrana
sinovial en los tres grupos de estudio, incluyendo a los
normales.
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Figura 4. Determinacion de Anticuerpos Anti- CCP,
en los tres grupos de estudio (Artritis Reumatoide,
Artralgias no compatibles con Artritis Reumatoide y
sujetos aparentemente sanos)

ARTRITIS REUMATOIDE ARTRALGIASINESPECIFICAS NORMALES

.

2000 1

1500

1000 4

MWiveles de Ac. Anti-CCP {UlfmI)

500 | *

variados en los sujetos estudiados (entre 25 U/
ml y 2130 Ul/ml). El promedio en los artriticos
(excluyendo a los anti-CCP negativos) es de
329.7Ul/ml  con una desviacion estandar de
477.85.

DISCUSION

Los procesos autoinmunes caracterizados por la
afectacion del aparato locomotor incluyen, entre
sus componentes patogénicos, la existencia
de fendmenos fibrosantes e inflamatorios de
diferente magnitud. Tales fenbmenos parecen

estar asociados a la existencia de reactantes
autoinmunes contra el colageno y contra otros
componentes de los tejidos afectados ((5,
13, 23, 38, 40). En el caso de las artropatias,
particularmente en la Artritis Reumatoide,
este componente autoinmune aun no ha sido
dilucidado en toda su magnitud. Sobre esta base,
en este trabajo se han efectuado procedimientos
de analisis inmunolégico que condujeron a la
exploracion de la respuesta de anticuerpos
contra diferentes auto-antigenos de la estructura
articular. En este orden, en una primera instancia
se procedi6 a desarrollar y validar las técnicas de
ELISA contra colageno tipo Il y contra antigenos
citrulinizados asi como la Inmunofluorescencia
Indirecta contra tejido sinovial.

Una vez establecido lo anterior se exploraron
los niveles de autoanticuerpos en los sujetos
seleccionados, Fue llamativo encontrar que en
las tres poblaciones existian sueros positivos y
negativos para anticuerpos anti-colageno tipo Il,
aunque los primeros se encontraban en mayor
proporcion en los artriticos. El promedio de los
titulos (absorbancia) era similar en los tres grupos,
lo que parecia indicar, en principio, que los niveles
de anticuerpos anti-colageno tipo Il y su presencia
no guardaban relacién con la patogénesis de los
procesos articulares autoinmunes, al menos con
los reportados en este trabajo. Sin embargo, una
observacion cuidadosa de la distribucion de estos
datos en lo referente al titulo, mostrd diferencias
importantes entre los grupos. Asi, se pudo ver
que solo en el grupo de los sujetos con Artritis
Reumatoide existen sujetos con altos titulos, los
cuales sobrepasan las dos desviaciones estandar
del promedio de los sujetos normales, resultados
similares a los encontrados por Rowley M. (33); en
cambio, la presencia de titulos altos no fue observada
enlos sujetos con artralgias inespecificas. Lo anterior
permitié observar que los niveles de anticuerpos anti-
colageno tipo Il se agrupaban alrededor de ciertos
valores, tanto en los sueros de sujetos reumaticos
como en los sujetos con artralgias inespecificas.
Para poner en evidencia este hecho, se elaboraron
curvas de frecuencia (paquete estadistico SPSS,
version 12.0). En estas curvas (Figura 2) los sujetos
clinicamente normales mostraron una distribucion
bi-modal que consistia en un modo pequeno de
titulos bajos (pico alrededor de 0.2 de D.O.) y un
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modo mas amplio y alto de titulos mayores, con un
pico alrededor de 0.66 de D.O. Este hecho sugeria
la existencia de dos poblaciones estadisticamente
diferentes (p < 0,05) de las cuales, la primera
pareciera corresponder a los sujetos enteramente
sanos cuyos titulos pueden considerarse como
la expresién de ausencia de reactividad para
colageno tipo Il y, la segunda curva a los sujetos
que no tienen expresion clinica pero pudieran tener
reactividad detectable en el suero. De hecho, es
interesante hacer notar que, en la anamnesis fueron
precisamente estos sujetos aquellos que reportaron
artralgias eventuales asociadas con episodios de
enfriamiento de las extremidades (*humedad o frio
ambiental importante”), aunque al momento de la
toma de muestra estaban exentos de patologias
clinicamente evidentes.

En el caso de los sujetos con Artritis Reumatoide,
también se encontré una curva bi-modal cuyo
primer modo esta alrededor de 0.441 D.O.
y el segundo modo alrededor de 1.014 D.O.
Analizando estadisticamente ambos modos,
estos mostraban la existencia de dos poblaciones
significativamente diferentes (p<0.001): la de titulo
menor, ubicada en los mismos rangos del modo
menor de los sujetos con Artralgias Inespecificas,
y la del modo de titulos considerablemente altos,
que no tenia relacion con ningun otro subgrupo.

El mismo tratamiento estadistico para los titulos
de sujetos con Artralgias Inespecificas mostrd
también una curva bi-modal cuyos picos estaban
alrededor de 0.4 y 0.68 D.O; el primer modo tenia
un maximo con ubicacién similar al del primer
modo (titulos bajos) de los sujetos con Artritis
Reumatoide, el otro modo, de titulos mayores, era
muy similar al segundo modo (titulos altos) de los
sujetos normales (Figura 2).

Lo anterior puede interpretarse como la existencia
de poblaciones con diferentes grados de respuesta
que se expresa en agrupamientos de los titulos.
Destaca el hecho de que en el grupo de sujetos
normales y en el de los que tienen artralgias
inespecificas existen casos que conforman un
subgrupo con titulos altos (segundo modo de
ambos grupos), pero en ningun caso con titulos
iguales 0 mayores a los del subgrupo de valores
considerablemente elevados existentes solo
entre los sujetos con Artritis Reumatoide. Estos
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subgrupos pudieran ser el reflejo de la existencia
de sujetos predispuestos que, obviamente, no se
los visibiliza en el grupo de los sujetos con Artritis
Reumatoide. De la misma forma, en los sujetos con
Artritis Reumatoide y con Artralgias Inespecificas
el primer modo, de titulos intermedios (que no se
hace evidente en los sujetos normales) pudiera
significar la existencia de una poblacion con la
patologia en curso, cuyo bajo titulo en suero
se explicara por la existencia de cantidades
importantes  de  anticuerpos  depositados
(adsorbidos) en el sitio de afectacion.

El dltimo subgrupo, el de valores méas elevados,
que aparece exclusivamente en los sujetos con
Artritis Reumatoide, parece ser una caracteristica
propia de ciertos sujetos con alta reactividad
artritogénica. Interesantemente, se pudo encontrar
que estos sujetos correspondian precisamente a
aquellos en cuya evolucion y tratamiento no se
incluye el manejo de farmacos inmunosupresores.
Esto sugiere, por tanto, que los sujetos con
Artritis Reumatoide incorporados en el pico de
titulos intermedios son precisamente aquellos
que han recibido tratamiento inmunosupresor y
no alcanzaron a tener titulos elevados o que, si
los tuvieron, retornaron a los niveles intermedios,
pero en ningun caso a la normalidad.

La presencia de efectores autoinmunes contra
otras estructuras de los tejidos articulares en
el proceso artritogenico ha sido planteada por
diferentes autores (23), particularmente en
modelos experimentales (8). En patologia humana
no se ha reportado fehacientemente la presencia
de este tipo de anticuerpos o de células T, siendo
mas bien de importancia destacada los complejos
inmunes contra otros antigenos tanto de origen
enddégeno (IgG, DNA, etc.) como exdgeno
(estructuras virales o bacterianas) (15,29), los
cuales se depositarian en la sinovial articular en el
marco del mecanismo de la Hipersensibilidad tipo
[ll (complejos inmunes); en estos casos el tejido
viene a ser un “blanco inocente”. En el trabajo
presente se propuso la busqueda de anticuerpos
dirigidos contra otras estructuras articulares
autologas, por Inmunofluorescencia Indirecta.
Para esto, fue importante desarrollar procesos
de estandarizacidon de los procedimientos, en
la intencion de lograr resultados que eviten,
en lo posible, la aparicion de resultados falsos



positivos y falsos negativos. Los resultados
de la investigacion de auto-anticuerpos por
inmunofluorescencia indirecta muestran que tanto
en los grupos de sujetos con artritis reumatoide
como en sujetos con artralgias inespecificas
se presentan casos con evidente reactividad
demostrada por imagenes inmunofluorescentes
positivas para algunas estructuras. Sin embargo,
estas son ostensiblemente mas evidentes y se
presentan en mayor numero y con titulos mas
altos en sujetos con Artritis Reumatoide (21%).

Por otra parte, se conoce que la determinacion de
anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinizado (anti-
CCP) tiene un importante valor diagnéstico (4,6
20,31); sobre esta base, se propuso, en principio,
utilizar esta técnica para la seleccion de los
sujetos de estudio. Diversos autores reportan una
importante especificidad de los anticuerpos Anti-
CCP para el diagnéstico de Artritis Reumatoide;
en general ésta es mayor a 89% (6, 14, 22, 30,
35, 36, 38, 41, 44, 45). Llamativamente, esta
especificidad es evidente, no obstante que: a)
existanotras patologiasinflamatorias de naturaleza
similar que, en muchas ocasiones, involucren a
los tejidos articulares (4), b) que la citrulinizacion
un fenébmeno dependiente de la existencia de
enzimas que se expresan como efecto de la
existencia de diversas sefiales inflamatorias
(TNF a, IL-1), y ¢) que este proceso bioquimico
se regula por la presencia de estrégenos (lo que
explicaria la mayor incidencia de estos anticuerpos
en mujeres). En cambio la sensibilidad, tiene una
variacion mayor y va desde el 33,7% al 87,6%
segun diferentes autores (6, 14, 30, 35, 36, 38, 41).
En nuestro trabajo hemos encontrado que, de los
pacientes que presentaban signo-sintomatologia
propia de la Artritis Reumatoide, segun los
criterios del American College of Rheumatology,
solo el 55% dieron resultados positivos para este
bio-marcador (titulos mayores a 25 Ul/ml); estos
resultados son similares a los reportados por Raza
K. et al.(31). Por lo anterior, todos los sujetos anti-
CCP positivos fueron incorporados en el grupo de
Artritis Reumatoide, sean o no compatibles con los
criterios del American College of Rheumatology);
en este sentido y segun este criterio, los sujetos
con artritis inespecificas y los testigos normales
fueron siempre negativos.

Un andlisis de correlacion, mostré que no existen

datos positivos (porregresionlineal) sise comparan
los titulos entre los tres tipos de auto-anticuerpos,
en los tres grupos (datos no mostrados). Asi, a
modo de ejemplificar este hecho, dos pacientes
del grupo de los sujetos con AR son los que
presentan la mayor intensidad de fluorescencia
(++) en los anticuerpos anti-sinovial, pero una de
estos corresponde a una Artritis Reumatoide con
sero-negatividad para anticuerpos anti-CCP vy el
otro es una Artritis Reumatoide cronica.

Tampoco se encontr6 correlacion entre los titulos
anti-Colageno tipo Il y el antecedente de la ingesta
de cartilago en la dieta, tal como se propusiera en
estudios anteriores (11,33).

CONCLUSIONES
Los resultados reportados permiten concluir que:

a) Existen anticuerpos anti-colageno tipo Il en
suero tanto en sujetos artriticos como en
sujetos normales.

b) Los niveles de anticuerpos anti-colageno tipo
nativo en los tres grupos estudiados, incluyendo
los normales, presentan diferentes curvas de
distribuciéon bi-modal. En los sujetos normales
existe un pico de titulos bajos y otro de titulos
altos, en los sujetos con artralgias inespecificas
existe un pico de titulos intermedios y otro
de titulos altos y en los sujetos con Artritis
Reumatoide existe un pico con titulos
intermedios y otro de niveles “muy elevados “.

c) Elsubgrupo de sujetos con Artritis Reumatoide
que se incluye en el pico de los niveles muy
elevados de anticuerpos anti-colageno tipo Il
nativo, esta conformado solo por los individuos
que no recibieron tratamiento inmunosupresor.
Por lo anterior, la existencia de los niveles
elevados de anticuerpos anti-colageno tipo
Il nativo podria constituirse en un predictor
temprano de la instalacion y de la evolucion
de la Artritis Reumatoide en sujetos que no
reciben tratamiento inmunosupresor)

d) Por existir anticuerpos anti-colageno tipo |l
en sujetos normales, no fue posible proponer
un punto de corte (cut off) que distinga la
poblacion normal de la que esta desarrollando
eventos inmunopatologicos artritogénicos. Sin
embargo, puede afirmarse que, en el estudio
presente, segun la figura 2, la D.O. de 3.0
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parece constituir el limite entre la poblacidon f) No existe correlacion entre los titulos de los
completamente normal y la que tiene en curso tres tipos de auto-anticuerpos en ninguno de
procesos autoinmunes con perspectiva de los grupos de estudio.

instalar cuadros clinicos de artritis. Agradecimientos
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