. ABC del laboratorio

Prueba de anticuerpos anti-péptido
citrulinado ciclico para el diagndstico
de la artritis reumatoide

Cédigo SCPC (Sociedad Colombiana de Patologia Clinica): 51820. Cédigo CUPS (Codificacién Unica
de Procedimientos en Salud): 906442. Seccién: Inmunologfa. Nivel de complejidad: Alto. Metodologia:
Inmunoensayo quimioluminiscente de macroparticulas (CMIA). Sinénimos: Anti-CCP, anti-citrulina.
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Definicion

La prueba de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico es una prueba de laboratorio que detecta

y mide de forma semi-cuantitativa los niveles en sangre (suero o plasma) de auto-anticuerpos de

clase IgG especificos para el péptido citrulinado ciclico mediante una prueba de inmunoensayo

quimioluminiscente de macroparticulas (CMIA), como ayuda diagndstica de la artritis reumatoi-

de. Esta prueba representa uno de los pardmetros, que en conjunto con otra informacién clinica
relevante, constituyen los criterios en el proceso diagnéstico de esta enfermedad.

Espectro clinico de aplicacion

La artritis reumatoide es una enfermedad comtin, sistémica, autoinmune que afecta aproxi-
madamente el 1% de la poblacién mundial. Estd caracterizada por inflamacién crénica de la
sinovia que conlleva a la destruccién de la articulacién, discapacidad y reduccién en la cali-
dad de vida [1]. Los sueros de personas que sufren esta enfermedad, incluso antes de la apa-
ricién de los sintomas, tienen gran variedad de auto-anticuerpos como el factor reumatoideo
y los anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico [2].

En 2010, el Colegio Americano de Reumatologfa, publicé los criterios de clasificacién de la
artritis reumatoide como base para distinguir esta enfermedad de otros tipos de artritis y
algunas enfermedades inflamatorias. Estos criterios deben ser aplicados a cualquier paciente
con evidencia de sinovitis clinica activa (inflamacién), en al menos una articulacién, deter-
minada por el médico, por imdgenes radiograficas, o ambas, y que no sea explicada por otra
enfermedad como lupus eritematoso sistémico, artritis psoridsica y la gota (ver tabla 1) [3].

Para el diagnéstico de la artritis reumatoide, ademads de los criterios clinicos, se encuentran
las pruebas seroldgicas del factor reumatoideo y los anticuerpos anti-péptido citrulinado ci-
clico (ver tabla 1). El factor reumatoideo fue el primer auto-anticuerpo asociado a la artritis
reumatoide y es el mds ampliamente usado en el diagnéstico de la enfermedad; puede ser
principalmente de tipo IgM, IgA o IgG y estd dirigido contra la fraccién constante (fraccién
Fc) de las IgG [4]. Este tipo de anticuerpos se encuentra en el 80% de los pacientes con artritis
reumatoide, lo que le confiere una buena sensibilidad, sin embargo, puede ser detectado en
pacientes con otras enfermedades reumadticas o inflamatorias e incluso en algunos individuos
sanos (principalmente ancianos), por lo que no tiene una gran especificidad (aproximada-
mente 69%) [5, 6].
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Tabla 1. Criterios de clasificacion de la Artritis Reumatoide del Colegio Americano de Reumatolo-

gia, (2010)

Poblacion de estudio. ;Quién debe ser evaluado? Pacientes que:
1. Tengan al menos una articulacién con sinovitis clinica activa (inflamacién)
2. Con sinovitis no explicada por otra enfermedad

Criterios de clasificacion de artritis reumatoide (algoritmo basado en puntaje: afiada un puntaje
para las categorias A-D. Un puntaje mayor o igual a 6 de 10 clasifica a un paciente con artritis
reumatoide)

Puntaje
A. Compromiso de la articulacién (dolor o inflamacién)
1 articulacién grande’ 0
2 - 10 articulaciones grandes 1
1 -3 articulaciones pequefias”™ (con o sin compromiso de articulaciones grandes) 2
4 - 10 articulaciones pequefias (con o sin compromiso de articulaciones grandes) 3
> 10 articulaciones (al menos una articulacién pequefia) 5
B. Serologia (al menos una prueba)
Negativa para factor reumatoideo y negativa para anticuerpos anti- péptido de citrulina 0
Positivo débil para factor reumatoideo o positivo débil para anticuerpos anti-péptido de 2
citrulina
Fuertemente positivo para factor reumatoideo o fuertemente positivo para anticuerpos 3
anti-péptido de citrulina
C. Reactantes de fase aguda (al menos una prueba)
Proteina C reactiva normal y velocidad de sedimentacién globular normal 0
Proteina C reactiva alterada y velocidad de sedimentacién globular alterada 1
D. Duracién de los sintomas
< 6 semanas 0
> 6 semanas 1

"Articulacion grande: hombros, codos, caderas, rodillas y tobillos
Articulacion pequeria: articulaciones metacarpofaldngicas, articulaciones mter]fala’ngicas proximales, segundo a
quinto articulaciones metatarsofaldngicas, articulaciones interfaldngicas del pulgar, y muriecas

Modificado de [3]

Afos atrds, se reconocieron los anticuerpos anti-factor perinuclear y anti-queratina como alta-
mente especificos (aproximadamente 93%) para la artritis reumatoide, ambos dirigidos contra
la filagrina (proteina de unién a filamentos). Esta proteina es producida en células epiteliales
mamiferas que estdn ausentas en la sinovia, y fisioldgicamente forma enlaces cruzados de
filamentos de queratina para formar estructuras del citoesqueleto muy rigidas [4, 5, 7]. Los
epitopes reconocidos por este tipo de anticuerpos han demostrado ser residuos citrulinados
de la filagrina, sin embargo, la sensibilidad de los anticuerpos anti-filagrina ha demostrado
ser menor que el factor reumatoideo (aproximadamente 48%) [6].

La citrulina se produce tras modificaciones post-traduccionales de residuos del aminoécido
arginina presente en ciertas proteinas humanas, por accién de la enzima peptidil arginina
deaminasa, la cual elimina los grupos amino terminal de la arginina convirtiéndola en citru-
lina (ver figura 1) [4]. Estas modificaciones suceden durante diferentes eventos bioldgicos
incluyendo la inflamacién [8].
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Con base en este conocimiento, se sinte- HN NH,* HN o
tizaron péptidos lineales de citrulina y
su reactividad se probé en sueros de pa- Pezﬁd” arginina
eaminasa
cientes con artritis reumatoide. Esto per- HN _— HN
s . Ca*
mitié desarrollar las pruebas de primera
generacién de anticuerpos anti-péptido
de citrulina usando el método de ELISA,
las cuales mostraron una especificidad y
una sensibilidad del 96 76%, respecti-
. %oy . o, resp \N - \N -
vamente [9]. Estudios posteriores, demos- H H
traron que la variante ciclica de estos pép-
. . 2ogs . . (o] (0]
tidos, denominados péptidos citrulinados . -
Arginina Citrulina
ciclicos, eran igual de especificos de la ar-
. ide (98¢ . bl Figura 1. Proceso de citrulinaciyn. El grupo amino es eli-
tritis reumatoide (98%), peromas Sensibles ;5 4o, por lo que el amino6cido arginina pierde su car-
que los péptidOS lineales (68%) [10]. ga positiva y se convierte en citrulina. Modificado de [4].

Con el fin de mejorar la sensibilidad de las pruebas que contenian los péptidos citrulinados
ciclicos, se rastrearon librerfas de péptidos que contienen citrulina en sueros de pacientes
con artritis reumatoide, lo que permitié descubrir un grupo de péptidos citrulinados que
fueron incorporados en las pruebas de segunda generacién, con una sensibilidad comparable
a la del factor reumatoideo (aproximadamente del 80%), pero con una especificidad mucho
mayor (aproximadamente 96%) [6, 11, 12]. Por tal razén, actualmente son considerados como
la mejor prueba de laboratorio para el diagnéstico de la artritis reumatoide. Ademds, se ha
demostrado que los anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico pueden ser detectados en
etapas tempranas de la enfermedad, incluso antes de la positividad del factor reumatoideo,
por lo que tienen una alta capacidad predictiva [8, 13] y facilitan el inicio de un tratamiento
temprano, evitando las complicaciones asociadas. Lo anterior, motivé a incluir los anticuer-
pos anti-péptido citrulinado ciclico como un nuevo biomarcador y criterio diagnéstico de la
artritis reumatoide en la versién de 2010 del Colegio Americano de Reumatologia [3].

Fundamento

La prueba de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico es un inmunoensayo de dos pasos
(con un pretratamiento automatizado de la muestra) para la determinacién semi-cuantitativa
de auto-anticuerpos de tipo IgG especificos contra el péptido citrulinado ciclico en suero o
plasma humano, usando la tecnologia del inmunoensayo quimioluminiscente de macropar-
ticulas (CMIA). Para este tipo de ensayo, la muestra es prediluida en un tampén de lavado y
combinada con microparticulas paramagnéticas recubiertas con péptidos de forma ciclica con
numerosos residuos de citrulina, a las cuales se unen los anticuerpos especificos contra los
péptidos ciclicos citrulinados presentes en la muestra de los pacientes. Para el segundo paso,
se realiza un lavado y se incorpora un anticuerpo anti-IgG humana conjugado con acridinio
que reconoce los anticuerpos tipo IgG unidos a los péptidos citrulinados ciclicos. Luego de
otro ciclo de lavado, se afiaden soluciones de pre-activacién y activacién a la mezcla de reac-
cién. La reaccién quimioluminiscente resultante se mide en unidades relativas de luz (RLU),
las cuales son directamente proporcionales a la cantidad de anticuerpos anti-péptido citruli-
nado ciclico en la muestra [14].
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Preparacion del
paciente y manejo de las muestras

Preparacion del paciente

Para este tipo de prueba no se requiere una preparacién previa del paciente.

Tipo de muestra
Los siguientes tipos de muestras son recomendados segin la casa comercial ARCHITECT

para las pruebas de deteccién de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico:

O Suero humano a partir de sangre venosa recolectada en tubos secos (tapa roja) o en tubos
separadores de suero (tapa amarilla).

O Plasma humano recolectado en tubos separadores de plasma con heparina de litio (tapa

verde) o EDTA de potasio (tapa morada).

Manejo y conservacion de las muestras

Las muestras pueden ser almacenadas o procesadas en un plazo méximo de 22 horas a tem-
peratura ambiente o hasta siete dias después de 2 °C a 8 °C.

Si la realizacién de la prueba se toma mds tiempo del indicado, se recomienda tomar el suero
o el plasma del coagulo, la sangre o del gel separador y almacenarlo a -20 °C.

Para el transporte de muestras se recomienda que el suero o plasma sean separados del coa-
gulo, los glébulos rojos o el gel separador, y que sean transportados en hielo o hielo seco,
debidamente rotulados segtin la reglamentacién departamental y nacional para el transporte
de muestras clinicas y sustancias infecciosas.

Valores esperados

Los resultados se expresan en unidades/mL (U/mL) y dependen del estuche usado. En el
ensayo de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico proporcionado por ARCHITECH se
pueden obtener los siguientes resultados:

Negativo: menor que 5,0 U/mL

Positivo: mayor o igual a 5,0 U/mL

Interpretacion de resultados

Un resultado negativo indica la ausencia de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico o nive-
les inferiores al rango deteccién de la técnica (rango de deteccién para el ensayo de anticuerpos
anti-péptido citrulinado ciclico proporcionado por ARCHITECH: 0,5 U/mL a 200,0 U/mL).

Un resultado positivo indica la presencia de anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado y
sugiere la posibilidad de tener artritis reumatoide, sin embargo no hace el diagnéstico.

- MEDICINA & LABORATORIO | Volumen 20, Ndmeros 3-4, 2014.

. Prueba de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico para el diagnéstico de la artritis reumatoide

Segun los criterios del Colegio Americano de Reumatologia (2010) [3] , un resultado negati-
vo corresponde a los valores de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico que son menor
o0 igual al limite superior de lo normal; positivo débil hace referencia a los valores que son
mayores que el valor limite superior de normalidad, pero menor o igual a tres veces el valor
limite superior de normalidad, y un resultado fuertemente positivo a los valores que son
mayores a tres veces el valor limite superior de normalidad de la prueba aplicada. De esta
manera, tenemos que para la prueba de deteccién de anticuerpos anti-péptido citrulinado
ciclico de ARCHITECH, los valores de referencia son:

O Negativo: menor que 5,0 U/mL
B Positivo dibil: 5,0 - 15,0 U/mL
O Fuertemente positivo: mayor que 15,0 U/mL

Teniendo en cuenta estos valores se aplica el puntaje para cada resultado segtin los criterios
diagndsticos del Colegio Americano de Reumatologia de 2010 (negativo = 0, positivo débil =
2y fuertemente positivo = 3), que junto a los criterios clinicos y otras pruebas de laboratorio,
confirmardn la presencia de la artritis reumatoide cuando se obtiene un puntaje total mayor o
igual a 6 de 10 puntos posibles (ver tabla 1) [3].

Interferentes

O No se recomiendan usar muestras con las siguientes condiciones:
B Inactivadas por calor
B Severamente hemolizadas
B Con contaminaciyn microbiana evidente
B Muestras diferentes a suero humano o plasma

O Las muestras deben estar libres de fibrina, glybulos rojos y otras partuculas. En caso de
presentarse se recomienda centrifugar a 10.000 gravedades o m6s, por 10 minutos antes
del an6lisis.

O Las muestras deben estar libres de burbujas. Si eston presentes pueden removerse con el
palillo de un aplicador estiril.

O Las muestras de pacientes con terapia anticoagulante o trombolutica pueden tener residuos
de fibrina debido a fallas en la formaciyn del coagulo. Estos residuos deben eliminarse.

O Las muestras lipiimicas deben ser centrifugadas y transferidas a un nuevo tubo que no
contenga la porciyn lipimica.

Limitaciones

O Para el diagnystico de artritis reumatoide los resultados de la prueba deben correlacionar-
se con otros datos clunicos; si los resultados obtenidos son inconsistentes con la clanica del
individuo se recomienda realizar pruebas adicionales para confirmar el resultado.

O Los valores de anticuerpos anti-pitptido citrulinado cuclico en artritis juvenil no han sido
determinados.

O Algunas muestras pueden encontrarse por fuera de la linealidad de la prueba, debido a
la heterogeneidad de los auto-anticuerpos con respecto a las propiedades fasico-quumicas.
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O No deben usarse muestras de otro tipo ni con anticoagulantes diferentes a los recomenda-
dos por la casa comercial.

O Los anticuerpos heteryfilos en muestras humanas pueden reaccionar con las inmunoglo-
bulinas presentes en los reactivos del estuche comercial e interferir con el resultado.

O Cada laboratorio debe validar que el uso de estas pruebas entregue resultados que se en-
cuentren en los lamites aceptables con base en la poblaciyn, casa comercial del estuche,
metodologra y equipos utilizados.

Observaciones adicionales de importancia

Un resultado positivo para la prueba de anticuerpos anti-péptido citrulinado ciclico no hace
diagndstico de la artritis reumatoide. Los resultados deben ser analizados por el médico en
correlacién con los hallazgos clinicos y de otras pruebas de laboratorio, segun los criterios
recomendados por el Colegio Americano de Reumatologia (2010), para poder dar un diagnés-
tico definitivo de la artritis reumatoide [3].
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