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RESUMEN.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad de cardcter autoinmune, sistémica y
progresiva que se caracteriza por la produccion de autoanticuerpos en contra de la
membrana sinovial. En Chile, la prevalencia de la AR es de un 0,46%, afectando
principalmente a mujeres entre 45 y 75 afios de edad. Actualmente se recomienda la
determinacion de Factor Reumatoide y Anticuerpos anti-CCP en suero para el diagndstico
de AR. El laboratorio clinico del Hospital Dr. Gustavo Fricke de Vifia del Mar dispone de
las técnicas de nefelometria y ELISA para medir ambos parametros, sin embargo, hay
nuevos posibles biomarcadores. El presente trabajo evaludé aspectos técnicos de las
pruebas de laboratorio destinadas al diagnéstico de AR. Para ello se estimaron algunos
aspectos del desempefio analitico de los métodos actualmente en uso y se propuso un
nuevo método factible de ser implementado. El analisis de la calibracion reporta que el
equipo QUANTALYSER 2 presenta un CV de 15% para cada estandar, imprecision
aceptable en concentraciones iguales o menores a 120 Ul/mL, LD 2,46 U/mL y LC 6,13
U/mL. Por otro lado, el equipo IMMAGE 800 no posee detalles de registros de
calibraciones. El analisis del control de calidad interno indicé que, en IMMAGE 800, el CV
no sobrepasa el 9%, en tanto para el QUANTALYSER 2 el CV es de 15%. En propuesta
de un nuevo biomarcador, se reporta que los anti-CarP son los mas estudiados,
presentando una sensibilidad y especificidad diagnostica de 42% y 96%, respectivamente.
La determinacion de estos anticuerpos es mediante ELISA, existiendo al menos tres kits
comerciales para su determinacién. Los parametros analizados de la calibraciéon y CCI
demuestran que las mediciones realizadas en ambos equipos cumplen con las
especificaciones de cada proveedor, proponiéndose mantener un registro de las
calibraciones del FR. La determinacion de los anti-CarP en la Seccion de Inmunologia del
HGF es factible, ya que dispone de la tecnologia y capacitacion de los operadores

minimos para su posible ejecucion.



ABSTRACT.

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune, systemic and progressive disease
characterized by the production of autoantibodies against the synovial membrane. In Chile,
the prevalence of RA is 0.46%, affecting mainly women between 45 and 75 years of age.
Currently the laboratory determines Rheumatoid Factor and anti-CCP antibodies in serum
for the diagnosis of RA. The clinical laboratory of the Dr. Gustavo Fricke Hospital in Vifia
del Mar has nephelometry and ELISA to measure both parameters, however, there are
new possible biomarkers. The present work evaluated technical aspects of laboratory tests
for the diagnosis of RA. For this, some aspects of the analytical performance of the
methods currently in use were estimated and a new feasible method of implementation
was proposed. The calibration analysis reports that the QUANTALYSER 2 device has a
CV of 15% for each standard, acceptable imprecision in concentrations equal to or less
than 120 IU / mL, LD 2.46 U / mL and LC 6.13 U / mL. On the other hand, the IMMAGE
800 equipment does not have details of calibration records. The analysis of the internal
quality control indicated that, in IMMAGE 800, the CV does not exceed 9%, while for the
QUANTALYSER 2 the CV is 15%. In proposing a new biomarker, it is reported that anti-
CarP are the most studied, presenting a diagnostic sensitivity and specificity of 42% and
96%, respectively. The determination of these antibodies is by means of ELISA, there
being at least three commercial kits for their determination. The analyzed parameters of
the calibration and internal quality control shows that the measurements made in both
equipment comply with the specifications of each supplier, proposing to keep a record of
the calibrations of the RF. The determination of the anti-CarP in the Immunology Section of
the HGF is feasible, since it has the technology and training of the minimum operators for

its possible execution.
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INTRODUCCION.

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad de cardcter autoinmune, sistémica y
progresiva que se caracteriza por la producciébn de autoanticuerpos en contra de la
membrana sinovial, una estructura conjuntiva ubicada en las articulaciones de tipo
diartrodiales ™?. La destruccién progresiva de esta membrana, ademas de provocar una
disminucion en la sintesis del liquido sinovial, imprescindible en la lubricacion de las
articulaciones, también produce efectos negativos en las estructuras adyacentes, tales

como tendones y cartilago, provocando a largo plazo la erosiéon de los huesos.

El paciente con AR padece una inflamacién crénica de las articulaciones que le genera
dolor, quien, para contrarrestar este sintoma, disminuye la movilidad de sus extremidades
lo que a largo plazo provoca una pérdida de masa muscular afectando asi su calidad de
vida @. En Chile, al afio 2002, un estudio poblacional dirigido por el Ministerio de Salud
indica que la prevalencia de la AR es de un 0,46%, lo que significa que al menos 90.000
pacientes han sido diagnosticados con la enfermedad, afectando principalmente las

mujeres entre 45 y 75 afios de edad ®.

En la fase diagnéstica de la AR, el laboratorio clinico juega un rol relevante. La
determinacion de biomarcadores colabora en el diagndstico temprano y diferencial de la
AR, ademas de otorgar informacién acerca de la progresion de la enfermedad. Es por
esto, que el comité American College of Rheumatology/European League Against
Rheumatism (ACR/EULAR) recomienda la determinacion de dos biomarcadores: Factor
Reumatoide (FR) y anticuerpos anti-CCP. En Chile, el Ministerio de Salud se rige por las
recomendaciones de este comité internacional materializando las politicas publicas en la

Guia Clinica Auge de la Artritis Reumatoide, en la cual ademas establece la realizacion de



pruebas rutinarias que indiquen la presencia de inflamacién sistémica, siendo éstos la

Proteina C Reactiva y la Velocidad de Sedimentacién Eritrocitaria ©.

Determinacion de biomarcadores en el laboratorio clinico

Factor Reumatoide (FR)

El FR es una familia de autoanticuerpos que reconocen la fraccion Fc de las
inmunoglobulinas. Dentro de esta familia de autoanticuerpos, la proporcibn mayoritaria es
de tipo IgM, pero también pueden corresponder a isotipos tales como IgE, IgA e 1gG ©.

En la actualidad, la deteccion del FR en la clinica ha constituido la base para el
diagnostico de la AR. El laboratorio clinico puede cuantificar estos autoanticuerpos
mediante diferentes técnicas inmunoquimicas, las mas comunes son la aglutinacién de
particulas de latex y nefelometria. La técnica de aglutinacion consiste en el recubrimiento
de anticuerpos IgG humanos con particulas de latex, quienes, al ser expuestos al suero
del paciente con FR, tienden a agregarse pudiendo ser visualizados facilmente. Esta
técnica semi-cuantitativa permite la deteccion del FR de isotipo IgM, siendo significativo
en titulos mayores de 1:80 ). Sj bien la técnica de aglutinacién en latex es de bajo costo y
sensible, ésta no permite conocer la concentracién del FR en la muestra, por lo que
actualmente se utiliza la nefelometria para su cuantificacion ®. La nefelometria consiste
en la medicion de la dispersién luminica que se genera luego de la formacion de
inmunocomplejos entre el FR y la 1gG, reactantes provenientes del paciente y de la
técnica, respectivamente. Si bien su costo es superior al test de aglutinacion, este método
es sensible, reproducible y ademés permite la deteccién del FR del isotipo IgM e IgG ©.
Esto representa una ventaja ya que si bien, el isotipo IgM del FR es el mas abundante, la

cuantificacion del isotipo IgG puede ayudar a conocer la cronicidad de la enfermedad, ya



gue estd implicado en la respuesta secundaria inmunolégica siendo la inmunoglobulina

con mayor especificidad contra el antigeno “?.

La produccién de FR no se correlaciona a una condicién en especifico, ya que se ha
observado su presencia en suero tanto en pacientes sanos como en pacientes
diagnosticados con algun tipo de enfermedad autoinmune reumatica. Se ha demostrado
gue el FR puede participar en procesos de eliminacion de inmunocomplejos de nuestro
organismo en el caso de infecciones causadas por bacterias o virus. En contraste, en una
condicion patologica como es la AR, la respuesta inflamatoria esta mediada por estos
inmunocomplejos capaces de activar el sistema de complemento mediante la via clasica
luego de interaccionar con la proteina C1l. Como resultado de la activacion de esta
cascada, es capaz de producirse la acumulacion de productos de alta capacidad reactiva

en las articulaciones amplificando el proceso inflamatorio 9.
Anticuerpos anti-CCP

La guia de ACR/EULAR incorporo6 la determinacién de anticuerpos anti-CCP en el suero

de los pacientes para complementar la informacién obtenida por el FR.

Los anticuerpos anti-CCP son una familia de autoanticuerpos de isotipo 1gG, IgM e IgA
gue van en contra proteinas que contengan citrulina en su estructura, tales como
fibrindbgeno o vimentina 2. La citrulina es el producto de una modificacién post-
transduccional fisiolégica de gran caracteristica antigénica *?, por lo que un aumento de
su concentracion puede provocar la sintesis de autoanticuerpos. Este nuevo biomarcador
presenta una sensibilidad diagnéstica similar al del FR, situandose entre un 75-80%, pero
mejor especificidad diagnéstica que la reportada para el FR, ya que los trabajos

reportados indican que la especificidad diagnostica de este biomarcador es de



aproximadamente un 98% cuando se compara con individuos sanos, siendo superior al

85% reportado para el FR.

Para la determinacion de anti-CCP se utiliza una técnica de inmunoanalisis denominada
ELISA correspondiendo a un ensayo inmuno-enzimatico donde un anticuerpo secundario
conjugado con una enzima reconoce un complejo formado entre péptidos citrulinados
ciclicos (CCP), aportados como reactivo, con los anticuerpos anti-CCP provenientes del
suero del paciente. Luego de esta reaccion, se pone en evidencia la enzima que forma
parte de este complejo mediante la adicion de un sustrato que se convierte en un
producto coloreado. Finalmente, se cuantifica la presencia de estos autoanticuerpos

mediante espectrofotometria ¥

A través del tiempo, se ha mejorado el disefio de la técnica ELISA para la deteccion de
anticuerpos anti-CCP, definiendo esta evolucion seglin generaciones de inmunoensayos.
Actualmente, se comercializa ELISA de tercera generacién que tiene la capacidad de
detectar autoanticuerpos de isotipo IgA e IgG, logrando mantener la especificidad por

ambas inmunoglobulinas *'®

. La deteccion de ambos isotipos es de utilidad para el
diagndstico de AR, ya que se ha demostrado la presencia de anticuerpos anti-citrulina IgA
en pacientes, principalmente fumadores que ausentan del isotipo 1gG, por lo que aumenta

la sensibilidad diagnéstica del ensayo ®”.
Lo actual para diagnéstico de AR en el HGF.

Al dia de hoy, el laboratorio de Inmunologia del Hospital Dr. Gustavo Fricke (HGF) de
Vifla del Mar realiza como parte de su rutina la técnica de nefelometria para la

cuantificacion del FR en suero. Mientras que para la deteccion de anti-CCP, hasta el afio

[ (18)

2017 se ocupaba una técnica ELISA manua . Sin embargo, desde el afio 2018 se



adquirié un equipo que permitié automatizar la técnica de ELISA. La utilizaciébn de ambos
métodos automatizados para la determinacion de tales biomarcadores hizo necesaria la
descripcion de su desempefo analitico y la comparacién con la informacion bibliogréfica

disponible, principalmente con las especificaciones de los fabricantes.

A su vez, y como parte del concepto de mejora continua, el profesional de laboratorio
debe mantenerse actualizado en lo que respecta a las nuevas pruebas que pueda ofrecer
para apoyar al clinico en su bisqueda del diagnéstico correcto ™. En lo que respecta al
diagnéstico de artritis reumatoide, la tecnologia ha avanzado significativamente y existen
nuevas pruebas que podrian ser de utilidad ®* # ?. Sin embargo, decidirse por alguna de
ellas requiere el andlisis riguroso de la informacién disponible y la factibilidad de aplicarla

en la realidad del laboratorio clinico referido.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar aspectos técnicos de las pruebas de laboratorio para un mejor diagnéstico de

Artritis Reumatoide en la seccién de Inmunologia de un hospital de alta complejidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar algunos aspectos técnicos del desempefio analitico de las pruebas para
determinar Factor Reumatoide y anticuerpos anti-CCP en los equipos IMMAGE®
800 y QUANTA LYSER® 2, respectivamente.

2. Contrastar resultados del desempefio analitico obtenidos de Factor Reumatoide y
anticuerpo anti-CCP con datos del proveedor.

3. Proponer la deteccion de anticuerpos anti-proteinas carbamiladas como nueva

técnica factible de ejecutar en el HGF.



MATERIALES Y METODOS.

Con la finalidad de evaluar los aspectos técnicos de las pruebas de diagnéstico para AR,
en la Seccién de Inmunologia del HGF, se estudiaron los equipos IMMAGE 800 de
Beckman Coulter y QUANTA LYSER 2 de Inova Diagnostic. En primera instancia, se
recopilé informacion acerca del funcionamiento, fundamento del método, sistema de
calibracién y control de calidad de ambos equipos. Para ello, se recurrié a los manuales
de operacién otorgados por los proveedores correspondientes en sus respectivas
plataformas virtuales, ademas de consultar al profesional de laboratorio a cargo y a los
representantes de los proveedores en Chile.

Una vez recopilada la informacién en relacion a los aspectos técnicos basicos de ambos
equipos, se procedié a recuperar informacion de las curvas de calibrado y control de
calidad interno al utilizar los controles Liquichek™ Immunology Control Nivel 3 y control
positivo/negativo QUANTA Lite® CCP3.1 IgG/lgA ELISA, para FR y anti-CCP,
respectivamente. Para la recuperacion de los datos de las calibraciones realizadas en
ambos equipos, se recurrié al sistema de almacenamiento de datos otorgados por los
dispositivos y archivos impresos que son resguardados por el profesional de laboratorio.
Ademas, se levant6 la informacién resultante del control de calidad interno (CCI) de FR a
partir del programa Unity (Biorad). En el caso de anti-CCP, la informacién del CCI se
obtuvo del propio sistema de almacenamiento del equipo. Los datos recopilados
abarcaron desde enero hasta octubre de 2018. Estos fueron ordenados en planillas segun
el biomarcador, registrando fecha, concentracion de calibradores, lecturas de absorbancia

y concentracion.



Posteriormente, se aplicO estadistica descriptiva para definir las caracteristicas de
calibracién, limite de cuantificacién y limite de deteccidn, intervalo de confianza y estimar
la precision del método.

El limite de deteccion y limite de cuantificacion (Anexol) se calcularon a partir del
promedio de las absorbancias del control negativo, las cuales fueron obtenidas luego del
analisis de 32 corridas analiticas.

Para proponer la determinacién de un nuevo biomarcador en la Seccion de Inmunologia
del HGF, que sustituya o complemente a los ya existentes, se revisé informacién
bibliogréfica a partir de las bases de datos PubMed ®® y EBSCO #¥. Se utiliz6 el cruce de
las siguientes palabras claves: biomarcadores, artritis reumatoide, anticuerpos anti-
proteina carbamilada, anticuerpos anti-proteina acetilada, sensibilidad y especificidad
diagnodstica. Las publicaciones escogidas fueron seleccionadas segun fecha de
publicacion, incluyendo desde afio 2009 a 2019, ademas del indicador de impacto de la
revista (SJR) en el sistema SCIMAGO ?®. Una vez definido el posible nuevo biomarcador
para diagnéstico de AR, se analizaron las caracteristicas técnicas considerando los
métodos disponibles. Para ello, se acudié a la informacion publicada por los proveedores
y a articulos cientificos. También se indagé la disponibilidad de estuches comerciales en
el mercado actual consultando web y listado de empresas distribuidoras presentes en
Chile. El precio de los productos fue un factor importante para la eleccioén del biomarcador
a proponer y su factibilidad de implementacion en la seccion de Inmunologia del
laboratorio clinico del HGF, considerando las plataformas analiticas que dispone

actualmente.



RESULTADOS.

Actualmente, el laboratorio clinico del HGF, seccién de Inmunologia, realiza dos técnicas
para determinar FR y Anticuerpos anti-CCP. Para ello, este laboratorio dispone de un
nefeldometro IMMAGE 800 de Beckman Coulter y un equipo de ELISA automatizado
QUANTA LYSER 2 de Inova Diagnostic.

El nefelémetro IMMAGE 800 es un equipo automatizado capaz de determinar anticuerpos
en suero, entre ellos el FR, mediante nefelometria cinética. La nefelometria es una técnica
inmunoquimica en la cual se mide la dispersién de la luz en 90° respecto a un haz de luz
incidente en una muestra ®?". Esta dispersién de luz varfa segin la formacién de
inmunocomplejos.

El equipo QUANTA LYSER 2 es una estacion de trabajo robética que permite el desarrollo
de la técnica de inmunoandlisis ELISA. Esta técnica es un tipo de ensayo
enzimoinmunométrico semicuantitativo donde un anticuerpo secundario marcado con una
enzima reconoce un complejo formado por los péptidos citrulinados ciclicos (CCP)
adsorbidos en un pocillo y los anticuerpos anti-CCP provenientes del paciente ?%9. |a
formacion de inmunocomplejos se evidencia, por una reaccién colorimétrica del sustrato

de la enzima.

Calibracion instrumental.

El nefelometro IMMAGE 800 posee un sistema de calibracion que consta de dos etapas.
En la primera, se realiza una curva de calibrado a partir de 8 a 12 estandares de
concentracion conocida establecida por el fabricante y cuyos parametros estan
almacenados en una tarjeta de cddigo de barra. En la rutina, solo se realiza una

calibracién del sistema mediante el analisis de un solo calibrador, para el caso del FR, se
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utiliza el Calibrador 5 Plus. Este calibrador se mide por duplicado para corroborar su
aceptacion por el sistema y se establece el factor de calibracion para corregir la respuesta
cinética medida, ajustandola a una respuesta teérica “”.

Por ser el IMMAGE 800 un sistema cerrado, no se pudo obtener los datos de calibracion
del sistema, contando solo con la informacién entregada por el equipo que indicé que la
dltima calibracion de sistema para el Factor Reumatoide ocurrié el 7 de septiembre de
2018.

El equipo QUANTA LYSER 2 posee un sistema de calibracién convencional basado en la
realizacién de una curva de calibrado de concentraciones crecientes en la misma corrida
analitica en que van muestras y controles. Esta curva de calibrado se realiza a partir de
cinco estandares que abarcan un rango de 15,62 U/mL a 250,00 U/mL. Las 32 corridas
analiticas comprendidas entre enero hasta octubre de 2018, con sus respectivas
calibraciones permitieron elaborar una curva modelo y estimar la imprecision de cada

punto (tabla 1y figura 1A).

Tabla 1: Curva de calibracidon de anticuerpo anti-CCP por ELISA automatizado en QUANTA
LYSER 2 de Inova Diagnostic.

Calibrador Concentracion Promedio Desviaciéon Coeficiente de
(U/mL) . estandar variacion (%)
absorbancia

A 15,62 0,224 0,032 14,2

B 31,25 0,407 0,059 14,5

C 62,50 0,710 0,098 13,7

D 125,00 1,104 0,139 12,6

E 250,00 1,784 0,263 14,8
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Figura 1. Representacién gréfica de la curva de calibrado del ELISA para anti-CCP en equipo

QUANTA LYSER 2. A: Curva de calibrado con ecuacion y correlacién. B: Curva de calibrado con

envolvente de imprecision correspondiente a +/- 2 DS donde se sefiala el punto de corte (cut off).

En la curva de calibrado resultante se observa que el método
relacion directamente proporcional entre la concentracion de

absorbancia caracteristica de un ensayo inmunométrico, curva

de ELISA presenta la
los estandares y la

gue se ajusta a una

funcion potencial (figura 1A). En la tabla 1 se puede observar que el coeficiente de

variacién de la lectura instrumental para cada concentracion de estandar no supera el

15%.
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En la Figura 1B se aprecia la imprecision absoluta, calculada como +/- 2DS, de la lectura
instrumental. Se observa que la imprecision aumenta a medida que la concentracion
sube, mientras que a concentraciones bajas la imprecision es considerablemente menor.
Bajo el andlisis observacional de esta figura, se aprecia una imprecision aceptable en
concentraciones iguales o menores a 120 Ul/mL ya que el coeficiente de variacion es 12%
en este punto.

Los limites de deteccion y cuantificacién del ELISA para anti-CCP fueron calculados a
partir de 32 mediciones de control negativo, ya que el sistema no utiliza blanco o

concentracion cero. Estos resultados se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Limite de deteccién y cuantificacion del método ELISA automatizado para la

determinacion de anticuerpos anti-CCP en equipo QUANTALYSER 2.

Control Limite de deteccién Limite de cuantificaciéon
negativo
Promedio 3DE LD* (U/mL) 10DE LC* (U/mL)

absorbancia

0,035 0,025 2,46 0,083 6,13

. Ver férmula de calculo en Anexo 1

Control de Calidad Interno.

En la Seccion de Inmunologia, se monitoriza periédicamente la aptitud de los equipos
implicados en la determinacion de FR y anti-CCP. Esto se lleva a cabo mediante la
aplicacion del control de calidad interno.

El nefelometro IMMAGE 800 es controlado diariamente, mediante la determinacién de un
material de control BioRad. Las concentraciones de FR en esta solucion control varian

segun su nivel y lote. La tabla 3 muestra el promedio, desviacion estandar y coeficiente de



13

variacion de las concentraciones resultantes del control de calidad interno. Se observa
que el valor promedio de las lecturas obtenidas para el lote 66350 esta bajo el rango
establecido por el fabricante. Por otro lado, el promedio de las mediciones de los lotes
restantes se encuentra dentro del rango informado por el proveedor. El coeficiente de

variaciéon de las lecturas instrumentales, para cada lote, no sobrepasan el 9%.

Tabla 3. Control de Calidad Interno de la deteccién de FR por nefel6metro IMMAGE 800 del
HGF utilizando Liquichek™ Immunology Control Nivel 3 de BioRad.

Informacion Inserto BioRad ©” Control de Calidad Interno
Lote Rango QC Promedio Promedio Desviacion Coeficiente de
nivel 3 (Ul/mL) (Ul/mL) (Ul/mL) estandar variacion (%)
(Ul/mL)
66350 32,0-41,0 36,6 28,2 1,7 6
66370 21,2-54,8 38,0 32,9 3,0 9
66380 20,2-47,0 33,6 31,8 1,8 6

Tabla 4. Control de Calidad Interno del equipo QUANTA LYSER 2 del HGF.

Informacién Control de Calidad Interno
Inserto Inova
Diagnhostic
Rango Promedio Desviacion Coeficiente de
p A
Absorbancia QC Absorbancia estandar variacion (%)
Control negativo <0,200 0,035 0,009 15
Control positivo Debe ser superior a 0,341 0,036 11
débil 0,250 o el doble del
control negativo
Control positivo >1,000 1,784 0,264 15
fuerte
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En el caso del equipo QUANTA LYSER 2, el control de calidad interno es realizado con
tres niveles: control negativo, control positivo débil y control positivo fuerte, los cuales se
presentan en la tabla 4. Se observa que las absorbancias promedio, de los tres controles
determinados, cumplen con las especificaciones del proveedor. La precisién de la técnica
ELISA se ve representada con el coeficiente de variacion en los tres niveles, mostrando

valores que no superan el 15%.

Nuevo biomarcador diagnéstico en AR.

La determinaciéon de FR y anticuerpos anti —CCP constituyen la base diagnéstica para la
AR. Aun asi, actualmente se busca un nuevo biomarcador que complemente o reemplace
a los biomarcadores diagnésticos actualmente utilizados.

La revision de literatura cientifica de los dltimos 10 afios cruzando palabras claves tales
como: biomarcadores, artritis reumatoide, anticuerpos anti-proteina carbamilada,
anticuerpos anti-proteina acetilada, sensibilidad y especificidad diagnéstica permitié
seleccionar diversas investigaciones que se basan en la deteccion de nuevos
autoanticuerpos dirigidos en contra diversas proteinas propias del organismo que
presentan diversas modificaciones post-transduccionales como método diagnéstico de la
AR @ de ellos destacan anticuerpos anti-proteina carbamilada (anti.CarP) y anticuerpos
anti-proteina acetilada.

Los anti-CarP son un grupo de inmunoglobulinas en contra de proteinas como, por
ejemplo, vimentina, fibrinbgeno y albimina, que han sufrido carbamilacién. Esta
modificacion es de tipo no enzimatica y consiste en la conversion de lisina en

homocitrulina, reaccién mediada por cianuro Y. La homocitrulina es similar, en estructura,
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a la citrulina diferencidndose sélo en un atomo de carbono de su cadena lateral,
presentando propiedades antigénicas similares V.

Por otro lado, los anti proteina acetilada son autoanticuerpos dirigidos en contra de
proteinas que presentan grupos acetilados en un amino libre de la lisina. La acetilacion es
una reaccién que ocurre normalmente en el organismo como, por ejemplo, la acetilacion
de histonas que tienen un rol importante en la transcripcién nuclear y de otras proteinas
que participan en diversas vias enzimaticas ®?. Ademas, la sintesis de inmunoglobulinas
acetiladas ha sido relacionada con la disbiosis intestinal, observandose que al aumentar
los desechos bacterianos acetilados predispone a la produccién de este tipo de
autoanticuerpos y citoquinas que contribuyen a la persistencia de la AR ¢33,

A diferencia de lo poco que se conoce de los autoanticuerpos anti proteinas acetiladas,
los anti CarP han centrado la atencion cientifica publicandose numerosos estudios que
abordan desde aspectos técnicos hasta su utilidad clinica en distintas enfermedades
reumaticas autoinmunes, especialmente en AR. Es por esta razén que se seleccioné este

nuevo biomarcador para el desarrollo del presente trabajo.

Determinacion de anti-CarP.

A raiz de la similitud estructural entre citrulina y homocitrulina, la deteccion y
cuantificacion de proteinas homocitrulinadas o carbamiladas puede ser un desafio para el
método analitico empleado. Normalmente, los estudios que se basan en la determinacion
de los anticuerpos anti-CarP utilizando una técnica inmunoquimica por su alta sensibilidad
y especificidad analitica, por ejemplo, la técnica de ELISA ©.

Shi et.al, afio 2013, desarroll6 la investigaciéon pionera en la determinacion de anticuerpos
anti-CarP en suero de pacientes con AR mediante ELISA @9 A tal fecha, no existia en el

mercado un kit comercial que presentase antigenos carbamilados, siendo por esta razon
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gue la determinacién de estos autoanticuerpos resultaba en un proceso extenso. Los
antigenos necesarios para la deteccion de anti-CarP eran fabricados mediante la
carbamilacién de suero fetal bovino o FCS, para luego continuar con la adsorcién de estos
antigenos carbamilados en una microplaca donde se analizaban las muestras de los
pacientes.

Desde la sintesis de los antigenos carbamilados hasta el andlisis de las muestras, el
procedimiento demoraba al menos 2 dias. En la actualidad el mercado ofrece antigenos
carbamilados listos para su uso ®* %) reduciendo considerablemente el tiempo total del
ensayo. Sumado a esto, la realizacion de diversos estudios para detectar anti-CarP en la
poblacion con AR y otras enfermedades reuméaticas autoinmunes, ha impulsado a la
industria a desarrollar estuches para la técnica ELISA en la detecciébn de estos

autoanticuerpos (tabla 5).

Tabla 5. Estuches comerciales para la deteccion de anti-CarP actualmente disponibles en el

mercado.
Nombre Fabricante Pais de origen Distribuidor en Chile Precio
Human Anti- MyBioSource®® Estados Unidos No tiene $640

carbamylated Protein
Antibody ELISA kit

Anti-carbamylated Sincere®” China No tiene $675
Protein Antibody
(ACPADb) ELISA Kit

Human Anti- NovaTeinBio®® Estados Unidos No tiene $580
Carbamylated Protein
Antibody ELISA Kit

Como se puede observar en la tabla 5, existen al menos 3 proveedores de estuches que
permiten la deteccion de anti CarP en muestras de suero. Estas empresas se encuentran
principalmente en Estados Unidos, y ninguna posee distribuidor en Chile. Los valores de

comercializacion en el pais de origen promedian los $400.000 pesos chilenos. Ademas,
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es importante considerar que los precios indicados corresponden a un costo basal o de
catalogo que no incluye costo de envio, por lo que se debe elegir con cautela el posible
estuche a utilizar para la deteccion de anti-CarP.

Es importante mencionar que la factibilidad de utilizar una nueva prueba de laboratorio se
basa en su utilidad diagnéstica, por lo que se debe averiguar acerca de la especificidad y

sensibilidad diagndstica respecto a los Biomarcadores actualmente utilizados (tabla 6).

Tabla 6. Cuadro resumen de caracteristicas analiticas y diagnésticas de Factor Reumatoide,

Anticuerpos anti-CCP, Anticuerpos anti-proteina carbamilada.

Biomarcadores

Antigeno

Sensibilidad
diagndstica (%)

Especificidad
diagndstica (%)

Método de
deteccién

Factor Fraccion Fc de la 69 85 Nefelometria
Reumatoide®? Inmunoglobulina
[o]€]
Anticuerpos anti- Citrulina 67 97 ELISA
CCP(4O,41)
Anticuerpos anti Homocitrulina 42 96 ELISA

proteina

carbamilada “?

Segun la tabla 6, que resume la informacién reportada en estudios poblacionales
realizados en paises del hemisferio norte por ejemplo Espafia, Reino Unido y Paises
Bajos, indicandose la utilidad diagndstica de los anticuerpos anti-CarP quienes presentan
una sensibilidad diagnéstica inferior a los otros biomarcadores, pero con una especificidad

cercana al 96% similar a anti CCP.
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DISCUSION.

La AR es una patologia de caracter autoinmune, degenerativa y crénica que puede
progresar hasta observarse una erosién de los huesos en las articulaciones afectadas
disminuyendo la movilidad y la calidad de vida del paciente. En Chile, la Guia Clinica
AUGE de Artritis Reumatoide 2010 “ se basa en lo establecido por el comité ACR/EULAR
“3 'y ambas manifiestan la necesidad de determinar Factor Reumatoide y Anticuerpos
anti-CCP en suero para su diagndstico.

La Seccion de Inmunologia del HGF analiza de forma rutinaria ambos biomarcadores en
suero de pacientes. Para ello dispone de equipos automatizados que desarrollan técnicas
inmunoquimicas como nefelometria y ELISA. La automatizacién de las técnicas otorga
una rapidez en la entrega de resultados, alta reproducibilidad de ellos e incluso
demuestran una disminucién de errores analiticos en comparacion a técnicas manuales
@9 Aun asi, los sistemas automatizados no son infalibles, por lo que es necesario
controlar periddicamente su desempefio analitico. Este trabajo se basé en el estudio de
ciertos aspectos técnicos de los equipos IMMAGE 800 y QUANTA LYSER, al recopilar
informacién de las calibraciones y control de calidad interno en la determinacion de Factor
Reumatoide y Anticuerpos anti-CCP.

El nefelémetro IMMAGE 800 es un equipo automatizado que detecta la formacion de
inmunocomplejos mediante nefelometria cinética. Posee un sistema de calibracion en que
se realiza una curva a partir de estdndares de concentracion conocida, informacion que es
almacenada en el sistema informatico del equipo, pero no puede ser recuperada de
manera retrospectiva, sin embargo, el sistema informa al usuario la fecha de la ultima

calibracion. Si bien el fabricante establece, que la calibracion de la técnica para Factor

Reumatoide es estable por 30 dias ", el estudio realizado no logré detectar la frecuencia
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con que este laboratorio efectta la calibracién con un solo nivel de estdndar, como es el
Calibrador 5 Plus. Este aspecto es de relevancia ya que, de no mantenerse los
parametros de la curva, como por ejemplo la pendiente, podrian verse afectados los
resultados de la interpolacion de las lecturas instrumentales, y en consecuencia los
valores de FR no seran representativos del estado de salud del paciente. Debido a esto,
seguir la recomendacion de calibracion periddica establecida por el proveedor, es
fundamental para reducir el margen de error sistematico entre las mediciones realizadas
por el equipo “®. Ante esta observacién surge la necesidad de llevar un registro de las
calibraciones efectuadas en este nefelémetro.

El QUANTA LYSER 2 realiza el método de ELISA ®® que describe una curva de calibrado
con funcion potencial (Figura A), permitiendo la buUsqueda retrospectiva de todas
calibraciones realizadas en un tiempo determinado. Por ello es posible calcular el
coeficiente de variacion para cada estandar, el que no supera el 15%, por lo que la
precision del método es catalogada como aceptable. Esta informacion ayuda a
comprender que precisamente este método automatizado otorga menor error en la etapa
analitica respecto al método manual anteriormente utilizado, el cual reportaba un CV
superior al 20% para cada estandar de la curva de calibrado “?.

Si bien el CV de anti-CCP ha disminuido al implementar un método automatizado, es
importante prestar atencion a los valores extremos de su curva de calibrado ya que al
analizar la imprecisibn mediante una representacion grafica de +/- 2DE (figura 1B), se
observd que a concentraciones mayores la imprecision del método va en aumento,
tendencia que coinciden con lo declarado por el fabricante @,

El método de QUANTA Lite CCP3.1 no presenta informacion referente al limite de
cuantificacion y limite de deteccion por parte del proveedor. Si bien estos pardmetros se

calculan en base a la lectura instrumental promedio de un blanco @7 en esta ocasion se
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realiz6 a partir del control negativo porque el estuche no tiene un estandar de
concentracion cero (blanco). La utilizacion del control negativo a modo de blanco se
fundamenta en que la cantidad de autoanticuerpos que contiene es despreciable. A partir
de la estimacién del limite de deteccion y cuantificacion, se observa que este método es
capaz de discriminar anticuerpos anti-CCP desde los 2,46 U/mL, ademas de cuantificarlos
desde los 6,13 U/mL. Al combinar los analisis de imprecisiébn mostrados en la figura 1A'y
1B con el limite de cuantificacion (tabla 2), se observa que las concentraciones
comprendidas entre 6,13 U/mL y 120 U/mL mantienen una precisién aceptable.

Para evaluar la calidad de los resultados de los equipos IMMAGE 800 y QUANTA LYSER
2, previo a cada corrida analitica, el laboratorio de la Secciéon de Inmunologia aplica el
control de calidad interno (CCI) definiéndose como el procedimiento mediante el cual se
monitoriza la calidad de resultados obtenidos, permitiendo aceptar o rechazar las corridas
analiticas “®*9. Este proceso consta de la medicién de uno o mas controles, adquiridos
desde un proveedor, realizandose determinaciones periddicas las cuales deben
posicionarse dentro de un rango de aceptabilidad preestablecido por el fabricante o el
laboratorio.

El CCI para el equipo IMMAGE 800 indicé un coeficiente de variacion que no supera al
9% en los tres lotes utilizados (tabla 3), indicando que la precision de las lecturas
instrumentales obtenidas es considerada aceptable. Los promedios de las
concentraciones experimentales obtenidas por el nefelometro se encuentran dentro del
rango de aceptabilidad informado por el proveedor, a excepcion del primer lote reportado.
Sin embargo, estos rangos permiten un error muy amplio entre las distintas lecturas
instrumentales, siendo necesario adaptar los margenes de aceptabilidad. Es por esto que,
al haber un cambio de lote de material control, el profesional a cargo decide realizar las 20

primeras mediciones de esta matriz controlando segun el rango de aceptabilidad indicado



21

por el proveedor. A partir de estas 20 mediciones, se adaptan estos intervalos segun la
realidad de cada laboratorio, considerando el andlisis estadistico descriptivo
correspondiente ©?.

Por otro lado, el CCI del equipo QUANTA LYSER 2 se basa en la determinacion de
anticuerpos anti-CCP en material control de tres niveles: control negativo, control positivo
débil y control positivo fuerte. El coeficiente de variacién obtenido no supera el 15% (tabla
4), indicando una precision regular.

Para la implementaciéon de nuevas herramientas diagnésticas el laboratorio clinico debe
abocarse a la busqueda de nuevos biomarcadores para el diagnéstico de AR, en especial
a aquellos que se ha desarrollado intensivamente en los Gltimos 5 afios ®**%%%). En este
sentido, la deteccién de autoanticuerpos, incluyendo anti CarP se realiza principalmente
mediante técnicas inmunoquimicas tales como ELISA u otros inmunoensayos, que son
metodologias ampliamente utilizadas en el HGF.

Debido a la similitud estructural entre los anti CCP y anti CarP, es necesario prestar
atencion a los antigenos que se encuentran adsorbidos en la fase sélida, demostrandose
la posibilidad de generar una reaccién cruzada ®%. A partir de esto, se ha investigado
acerca de nuevos posibles antigenos para ser fijados a la microplaca y que aumenten la
especificidad analitica de anti CarP, refiriendo a la albumina carbamilada como la mejor
opcién ®. Sin embargo, los estuches comercialmente disponibles para la deteccién de
estos autoanticuerpos no especifican el tipo de antigeno asociado a la microplaca, ©®3"3®
siendo un gran factor a considerar al momento de adquirir un nuevo método diagndstico.
La seleccibn de un estuche debe ser acorde a las técnicas implementadas en el
laboratorio clinico. Como se ha mencionado anteriormente, la deteccién de anticuerpos en

suero se hace mediante técnica inmunoenzimatica, por lo que el mercado ofrece ELISA

convencional y ELISA tipo sandwich. Los estuches seleccionados y que se muestran en la
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tabla 5, estan acorde al equipamiento disponible en el HGF por la caracteristica de ser

programable.

Si bien los aspectos técnicos no deben descuidarse, el fin Gltimo de realizar una medicion
en el laboratorio clinico, reside en su utilidad frente al diagnostico de una patologia, y para
ello hay indicadores que evaltan la especificidad y sensibilidad diagnéstica ©®.

El afio 2010, se incorporo la determinacién de Anticuerpos anti-CCP utilizdndose como
complemento a la informacién clinica otorgada por el Factor Reumatoide “®, ya que éste
presentaba una baja especificidad diagnostica para AR. A pesar de la adicién de los anti-
CCP en las guias clinicas de AR, en la actualidad se desarrollan investigaciones que
buscan un biomarcador util para el diagnéstico temprano de la enfermedad, sobretodo en
el grupo de pacientes anti-CCP negativos ?°°®.

El estudio de diversas modificaciones post-transcripcionales han formado la base para el
descubrimiento de nuevas herramientas diagnésticas ®?. Se ha evidenciado la presencia
de diversos autoanticuerpos en suero de pacientes con AR, los cuales reconocen diversas
proteinas, propias del organismo, que presentan cambios estructurales. Cabe decir que,
en este grupo de autoanticuerpos, ademas de anti-CCP otros autoanticuerpos pueden ser
detectados en suero de pacientes con AR, por ejemplo, los anticuerpos anti proteina
carbamilada (anti-CarP) y anti proteina acetilada.

Los anticuerpos anti proteina acetiladas son un biomarcador reciente, descubierto el afio
2016 por Juarez et.al, siendo determinados mediante ensayos inmunométricos utilizando
vimentina acetilada para la captura del anticuerpo. Con este método se detectaron estos
autoanticuerpos en el suero de pacientes con AR, presentandose en alrededor de un 40%
de los casos ??. Sin embargo, al ser un descubrimiento reciente, la informacién cientifica

aun es poco desarrollada.
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Por otro lado, los anti CarP han sido son uno de los nuevos autoanticuerpos mas
estudiados para AR. Estudios indican que los anti CarP han sido detectados en el grupo
de pacientes anti CCP negativos ?®*¥ |o que alienta a pensar, que, si esta metodologia se
integra a la rutina del laboratorio clinico, se podria detectar pacientes con AR que hoy en
dia no estan recibiendo tratamiento oportuno. En suma, de lo anterior, se ha demostrado
la capacidad de anti CarP en la prediccion del dafio articular y su relacion con la
conversion de artralgia a AR @?, informacion que se debe considerar dentro de su utilidad
clinica a pesar de presentar una sensibilidad menor a los biomarcadores actuales.

De esta manera, el presente trabajo de evaluar aspectos técnicos de las pruebas de
laboratorio para diagnéstico de Artritis Reumatoide permitié objetivar que el desempefio
analitico en la deteccién de FR y anti CCP, al menos en los aspectos analizados, es
satisfactorio, considerando las condiciones propias de un inmunoensayo. A su vez
establece el marco tedrico para justificar la propuesta de un nuevo biomarcador a

implementar en el laboratorio de Inmunologia del HGF.
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CONCLUSIONES.

La Seccion de Inmunologia del Hospital Dr. Gustavo Fricke realiza de manera apropiada
pruebas de laboratorio para el diagnostico de Artritis Reumatoide, pero esta labor puede
ser mejorada con la implementacién de un nuevo marcador.

Los equipos IMMAGE® 800 y QUANTA LYSER® 2, con sus métodos automatizados para
la deteccién de Factor Reumatoide y Anticuerpos anti-CCP, respectivamente, mostraron
un desempefio analitico apropiado, y acorde con las especificaciones de cada fabricante.
Con la finalidad de sistematizar la revision periddica de los datos del desempefio analitico
se propone implementar también un registro de las calibraciones.

De los nuevos biomarcadores para diagndstico de AR, la determinacion de anticuerpos
anti-proteinas carbamiladas es el mas prometedor, si bien la Seccién de Inmunologia del
HGF tiene la infraestructura y la experiencia para realizar estas determinaciones, este

estuche diagnéstico no esta disponible en Chile adn.
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ANEXO 1.

Formulas:

Limite de Deteccion (L.D.):

(1) Y =3DEcontral negativo T Promediocontrot negativo

(2) Y = 0,0307x07426

Limite de Cuantificacion (L.C.):

Qvy= 10DE controt negativo + Promediocontralnegativo

(2) Y = 0,0307x07426
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