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1. Titulo
Diagnostico predictivo de artritis reumatoide en familiares de pacientes diagnosticados
mediante las pruebas de antipéptido citrulinado ciclico y factor reumatoide
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2. Resumen

La artritis reumatoide (AR) se denomina como una patologia autoinmune sistémica
asociada con un proceso inflamatorio cronico, que causa dolor, hinchazén, y rigidez en las
articulaciones, con su consecuente destruccion, deformidad e incapacidad, ademas en casos méas
graves puede afectar los 6rganos extraarticulares. Una hipétesis actual sobre su etiologia es que
la citrulinacion desregulada conduce a la produccion de anticuerpos antiproteina citrulinada
(ACPA). Los marcadores seroldgicos factor reumatoide (FR) y anticuerpos antipéptidos
ciclicos citrulinados (ANTI-CCP) han sido estudiados por afios, dichos anticuerpos han
demostrado una deteccion precoz de la enfermedad porque son detectados incluso hasta 10 afios
antes del comienzo de las manifestaciones clinicas asociandose a la patogenia de la enfermedad,
asi como también al prondstico, diagnostico y seguimiento de la AR. El presente trabajo de
investigacion tuvo un enfoque cuantitativo, tipo no experimental de corte transversal relacional,
los sujetos de estudio fueron un total de 80 familiares de pacientes con diagndstico de AR que
acuden a consulta externa en el Hospital Isidro Ayora, a los que se les realizé el analisis de
muestras sanguineas utilizando la prueba del FR mediante la técnica de aglutinacion en latex y
la determinacion del Anti-CCP mediante la técnica de inmunoanalisis de ELISA. Losresultados
obtenidos evidencian que un total del 11.3% poseian anticuerpos antipéptidos citrulinado
ciclico y el 16.3% presentaron positividad para el factor reumatoide. A través de los resultados
obtenidos se puede concluir que el 8.8% de pacientes es probable que desarrollen artritis
reumatoide de una forma severa, ya que ambas pruebas presentaron positividad, lo que aumenta

la especificad para el diagndstico presuntivo de la enfermedad.

Palabras clave: anticuerpos antiproteina citrulinada, marcadores seroldgicos, diagnéstico
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2.1 Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is termed as a systemic autoimmune pathology associated
with a chronic inflammatory process, which causes pain, swelling, and stiffness in the joints,
with consequent destruction, deformity, and disability, and in more severe cases can affect
extra-articular organs. A current hypothesis about its etiology is that dysregulated citrullination
leads to the production of anti-citrullinated protein antibodies (ACPA). The serological markers
rheumatoid factor (RF) and anti-cyclic citrullinated peptide antibodies (ANTI-CCP) have been
studied for years, these antibodies have shown an early detection of the disease because they
are detected even up to 10 years before the onset of clinical manifestations being associated to
the pathogenesis of the disease, as well as to the prognosis, diagnosis and follow-up of RA. The
present research work had a qualitative approach, non-experimental type of relational cross-
sectional, the study subjects were a total of 80 relatives of patients diagnosed with RA who
attend outpatient clinic at the Isidro Ayora Hospital, to whom the analysis of blood samples
was performed using the RF test by latex agglutination technique and the determination of Anti-
CCP by ELISA immunoassay technigue. The results obtained showed that a total of 11.3% had
anti-cyclic citrullinated citrullinated peptide antibodies and 16.3% were positive for rheumatoid
factor. From the results obtained it can be concluded that 8.8% of patients are likely to develop
severe rheumatoid arthritis, since both tests were positive, which increases the specificity for

the presumptive diagnosis of the disease.

Keywords: citrullinated antiprotein antibodies, serological markers, diagnostic.
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3. Introduccion

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria, de patogenia
inmunoldgica, etiologia desconocida y caracter sistémico, afecta principalmente las membranas
sinoviales de multiples articulaciones periféricas, ocasionando distintos grados de deformidad,
lo que conlleva a una discapacidad funcional, ademas, se presenta con dolor, limitacion de
movimiento, incapacidad de sus extremidades tanto superiores como inferiores y en ocasiones
cursa con manifestaciones extraarticulares, se desconoce como se forma el desequilibrio de la
respuesta inmune, pero se sabe que pudieran estar involucrados: genes, hormonas, y factores

del medio ambiente (Turrion et al., 2017).

Dicha enfermedad reumatica es importante en el mundo, sobre todo porque ataca en la
edad productiva y por ende la discapacidad provoca un desbalance en la economia de las
personas que la padecen, su prevalencia en los diferentes paises depende de la edad, sexo y
etnia, las patologias musculo esqueléticas en el mundo poseen una prevalencia de un 20% y de
AR es del 1.2%; no obstante, en algunas comunidades étnicas como en la de ciertos grupos
nativos americanos esta prevalencia se encuentra rotundamente aumentada, mientras que en
algunas regiones asiaticas estd descendida. Afecta especialmente al sexo femenino en

proporcién de 3:1 en el mundo con relacion con el sexo masculino (Dominguez et al., 2022).

Actualmente, el desafio es diagnosticar anticipadamente e iniciar el tratamiento
oportuno con el fin de evitar y retardar el dafio articular, mejorar la calidad de vida y disminuir
la morbimortalidad. Su diagnostico se basa en datos clinicos, analiticos y radiogréaficos. Por
ende, las pruebas biol6gicas mas importantes que se realizan en el laboratorio son el factor
reumatoide (FR) y los anticuerpos antipéptido citrulinado ciclico (ANTI-CCP), los cuales son
atiles en el diagndstico precoz y presuntivo de la enfermedad (Ibafiez., 2017).

El FR (factor reumatoide) es un autoanticuerpo, suele ser del isotopo IgM, aunque
también pueden aparecer principalmente isotopos IgG e IgA. El FR IgM es caracterizado de la
artritis reumatoide y se detecta en el 40-80% de los casos, durante varios afios se utilizo este
marcador para el diagnostico, pero debido a que se puede encontrar en personas sanas,
especialmente en ancianos y en pacientes con otras patologias como el lupus, el sindrome de
Sjogren, la cirrosis biliar primaria, las infecciones cronicas y las neoplasias; su positividad no
asegura el diagnostico, y no es exclusivo de la enfermedad, ya que confiar solamente en este

biomarcador podria llevar a tratamientos innecesarios (Gutiérrez et al., 2012).
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Los anticuerpos anti-CCP, al igual que la mayoria de los autoanticuerpos en
enfermedades autoinmunes, son proteinas que contienen residuos de citrulina, determinan
antigenos reconocidos por anticuerpos especificos en la AR; aparecen y son detectables en el
suero afos antes del comienzo de las manifestaciones clinicas de la enfermedad y se ha
reportado la deteccion de este biomarcador hasta 10 afios antes de su diagndstico (Martinez
Téllez et al., 2018).

Por otra parte, los anti-CCP en conjunto con el FR presentan una elevada especificidad
para el diagnostico de la AR; ya que resultan eficaces cuando la enfermedad esta en fase inicial

y todavia no se cumplen los criterios definitivos para su diagnostico (Patwardhan, 2017).

Por esta razén se llevo a cabo la siguiente investigacién denominada: Diagndstico
predictivo de artritis reumatoide en familiares de pacientes diagnosticados mediante las pruebas
de antipéptido citrulinado ciclico y factor reumatoide, cuyo objetivo general es: identificar los
familiares de pacientes diagnosticados que puedan llegar a poseer la enfermedad de la artritis
reumatoide por medio de la asociacion de anticuerpos antipéptidos citrulinado ciclico y factor
reumatoide, en el periodo de marzo-abril del 2022: y los objetivos especificos son: determinar
los anticuerpos antipéptidos citrulinado ciclico, demostrar la presencia el factor reumatoide en
las muestras sanguineas de los familiares de pacientes diagnosticados y finalmente relacionar
los resultados del ANTI-CCP con el FR, para considerar su influencia en el diagndstico precoz

de la artritis reumatoide en la poblacién de estudio.
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4. Marco tedrico

4.1 Artritis Reumatoide

Las mencionadas enfermedades reumaticas son un grupo de padecimientos que afectan
el sistema musculoesquelético y tejido conectivo (musculos, tendones, ligamentos, capsula y
membrana sinovial, cartilagos y huesos); algunas de ellas conocidas como enfermedades
autoinmunes, debido a que el sistema inmune que esta dispuesto para defender el organismo de
agentes externos, se altera y dafia los tejidos propios, como la artritis reumatoide (Cookson y
Stirk, 2019).

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica inflamatoria, autoinmune,
multifactorial, que involucra al sistema inmune y culmina con discapacidad, por su curso
progresivo y cronico, dicha patologia comienza con una inflamacion prolongada de la
membrana sinovial, presentando predileccion por las articulaciones periféricas, afectando dedos
de las manos, mufieca y pies, en consecuencia la inflamacion puede evolucionar a destruccion
del cartilago, erosiéon Osea y deformidad articular, etc., pudiendo asi perjudicar a diversos
organos y sistemas, como o0jos, pulmones y pleura, corazén y pericardio, piel o vasos

sanguineos (Rojano et al., 2020).

4.2 Manifestaciones Clinicas

La artritis reumatoide inicialmente se manifiesta por consecuencia de la inflamacion de
articulaciones, tendones y bolsas sinoviales, por ende, el paciente presenta dolor articular por
las mafianas, tumefaccion y en casos mas cronicos llega a la deformidad y limitacion funcional;
los sintomas y signos generales empiezan con fiebre, fatiga, debilidad, malestar general y
depresién, que en casos mas graves aparecen manifestaciones extraarticulares, en donde los
pacientes con mayor riesgo de padecerlas son aquellos que tienen antecedentes de tabaquismo,
comienzo temprano de discapacidad fisica y factor reumatoide positivo en suero. En un
seguimiento de 10 afios los signos mas recurrentes son: 1) nddulos que aparecen en areas de
extension de las articulaciones principalmente en manos y codos, 2) sindrome de Sjogren o
problemas oculares tipo ojo seco, 3) serositis que es la inflamacion de las membranas que
recubren el pulmon (pleura) y corazédn (pericardio) causando dolor, dificultad para respirar,
fiebre y tos, 4) la anemia, debido a la inflamacion crénica, la falta de hierro y posibles
hemorragias digestivas y 6) osteoporosis, ya que por la pérdida de calcio en los huesos los hace
fragiles lo que aumenta la posibilidad de fracturarse aun en pequerios accidentes (Atzeni et al.,
2017).
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4.3 Epidemiologia

A nivel mundial afecta del 0.5% al 1,2% de la poblacion, lo que significa que
actualmente habria en todo el planeta entre 100 y 200 millones de personas que padecen este
trastornd, la incidencia y prevalencia de la AR varia con la localizacion geogréfica, en sentido
global y en algunos grupos étnicos dentro de un pais; tal como se muestra en algunos estudios,
las tribus estadounidenses nativas: Yakima, Pima y Chippewa muestran tasas de prevalencia
cercanas a 7%, por el contrario, muchos estudios poblacionales de Africa y Asia indican tasas
de prevalencia menores con limites del 0.2% al 0.4%(Gutiérrez, 2020). La prevalencia en
Estados Unidos y Canadéa es de 0.8% y 1,1% respectivamente, similar a la de Latinoamérica,
ya que paises como Brasil y Argentina han presentado el 0.9%, mientras que Ecuador presenta
una prevalencia del 0.8%; otros estudios han reportado que la AR en paises como Latinoamérica
y Africa indican un dominio mayor de la enfermedad en mujeres, en comparacion con los

varones, con proporciones de 8:1 (Garcia y Yébenes, 2018).

4.4 Fisiopatologia

El sistema inmunitario produce citocinas, que son proteinas o glicoproteinas que ayudan
a la comunicacién entre las células, dichas citocinas son responsables de la inflamacion de la
membrana sinovial, lo que lleva a la destruccion del cartilago y crecimiento 6seo. La
enfermedad de la AR da como resultado la produccién de muchas citocinas, junto con otros
factores de crecimiento y quimiocinas, que hacen que la enfermedad progrese (Feria et al.,
2020).

En la membrana sinovial que recubre la superficie articular y la vaina tendinosa, se
observa infiltracion de diversas células inflamatorias, en las que los linfocitos Th17, son
citocinas e interleucina (IL-17), iniciando funciones en este proceso, interactuando con células
dendriticas (CD), macrofagos y células linfocitos B. Los macrofagos son células esenciales en
la fisiopatologia y el grado de su infiltracion se correlaciona con los sintomas, debido a la
secrecion de importantes mediadores inflamatorios como el factor de necrosis tumoral-o. (TNF-
a) y la IL-1, y se asocian con la prolongacion de la inflamacion cronica en la AR. Los
fibroblastos sinoviales se activan inicialmente por el microambiente local y posteriormente
adquieren un fenotipo pseudomaligno con aumento de las células tumorales, inhibicion de la
apoptosis, secrecion de citosinas y quimiocinas, metaloproteinasas de matriz y catepsina, que
median la inflamacion y estimulan la destruccion celular; las células B funcionan mediante la
produccién de autoanticuerpos (células plasmaticas sinoviales), células T que actian como

células presentadoras de antigenos (APC) y se activan fibroblastos mediante la secrecion de

17



TNF-a y linfotoxinas B, asi como la formacion de sacos linfaticos en el tejido sinovial, la
sefializacion indica que la presentacion del antigeno ocurre localmente, mientras que en otros
pacientes las células B, se distribuyen para agregarse o diseminarse. Finalmente, hay activacion
e hipertrofia de mastocitos a nivel articular, tejido inflamatorio o tejido muscular capaz de
invadir y destruir el cartilago articular adyacente, y activacion de osteoclastos en el hueso
periarticular resultando en reabsorcion y erosion dsea propias de las enfermedades Gseas (Secco
et al., 2020).

La artritis reumatoide puede afectar también érganos y sistemas, induciendo inflacion y
la fibrosis, arteriosclerosis precoz o manifestaciones sistémicas, como astenia marcada, anemia
y osteoporosis, por ende, son las causas importantes de comorbilidad y mortalidad de estos
pacientes (Secco et al., 2020).

4.5 Genética de la artritis reumatoide

La mayoria de las enfermedades reumaticas involucran rasgos complejos en los que
interactian multiples factores tanto genéticos como ambientales, por ende, tener antecedentes
familiares contribuyen a la aparicion o una mayor intensidad de padecer AR, un pariente de
primer grado de un enfermo tiene la posibilidad que comparta el diagnéstico de esta patologia
de 2 a 10 veces mayor gue en la poblacion general. Los alelos que confieren de modo indudable
el maximo riesgo de la AR estan dentro del complejo de mayor histocompatibilidad (MHC),
que se encuentra localizado en el cromosoma 6, por lo que se ha calculado que el 33% del riesgo
genético se encuentra en el interior de dicho locus, gran parte del riesgo depende de la variacion
alélica en el gen HLADRBI1 que codifica la molécula en la cadena 3 de MHCII. Los alelos de
HLA-DRB1, que se vinculan con la enfermedad, comparten una secuencia de aminoacidos en
posiciones 70-74 en las terceras regiones hipervariables de la cadena de HLA-DRp llamados
epitopo compartido (SE), por ende, la persona que porta los alelos SE genera anticuerpos contra

CCP y muestra un peor pronostico (Shah y Clair 2019).

4.5.1 Factores no genéticos
Los factores no genéticos no se conocen bien, ya que es una patologia multifactorial,

pero se sabe que los mas relevantes son:

Silice: Las personas expuestas a cristales de silice tienen un mayor riesgo de contraer la
enfermedad, estd presente en la industria minera, de construccién, ceramica, vidrio y
agricultura, dicha exposicion aumenta el riesgo de padecer AR, principalmente en los hombres
(Scali et al., 2020)
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Hormonas femeninas: La mayor predisposicion de la enfermedad en las mujeres es debido a
los cambios hormonales que sufren a lo largo de su vida, las hormonas involucradas son los
estrogenos los cuales protegen contra la enfermedad de la AR, ya que se ha comprobado que el
consumo de anticonceptivos como estar en periodo de gestacion retardan las manifestaciones
clinicas y disminuye el riesgo de que se desarrolle la enfermedad, por el contrario, cuando la
mujer se encuentra en la edad de la menopausia y cuando esta en posparto dichas hormonas son

reducidasy va a ocurrir todo contrario (Arenaza et al., 2022).

Microorganismos: Se ha descrito que algunas bacterias y virus pueden favorecer la aparicién
de la artritis reumatoide, diversos estudios apuntan a que algunos virus y bacterias intestinales
podrian ser una de las causas de la enfermedad, los virus principalmente implicados son: virus
Epstein-Barr, el parvovirus B19, citomegalovirus, el virus de la rubeola y otros retrovirus; en
cualquier caso, debe quedar claro que la AR no es una enfermedad contagiosa que se transmita

directamente de persona a persona (Rodriguez Portal et al., 2021).

Tabaquismo: El consumo de tabaco también afecta al sistema inmune produciendo una
respuesta inflamatoria ya que, se ha observado que el tabaco afecta la respuesta inmune tanto
celular como humoral y podria tener efectos pro inflamatorios como inmunosupresores a través
de mecanismos diversos, ademés se ha encontrado una clara relacion entre el habito de fumar
y el estrés, por ejemplo, se ha visto que en la mayoria de los pacientes las primeras
manifestaciones y brotes asintomaticos de la AR son predecidas por épocas de estrés o

incremento de consumo de tabaco (Rodriguez Portal et al., 2021)

Obesidad y tipo de alimentacion: Se ha demostrado que la AR es méas frecuente en personas
obesas, por lo que se ha indicado que una dietarica en pescado, aceite de oliva, verduras cocidas
y fruta ha expuesto tener un papel protector frente a la enfermedad de la AR, lo que podria
deberse al alto contenido de é&cidos grasos omega-3, a través de un supuesto efecto

“antiinflamatorio” (Nall, 2022).

Factores psicoldgicos: Personas que poseen estrés postraumatico pueden presentar un riesgo
de tener AR, un estudio prospectivo llevado a cabo en individuos que ANTI-CCP positivos
evidencio que la percepcidn de mayores niveles de estrés se asocié a un riesgo aumentado de

desarrollar la enfermedad (Scali et al., 2020).
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4.6 Nuevos criterios de clasificacion de AR 2010
Los nuevos criterios de categorizacion del Colegio Americano de Reumatologia (ACR)/
Liga Europea contra el Reumatismo (EULAR) vigentes para la artritis reumatoide se exponen

en el cuadro 1 (Campos et al., 2017)

Cuadro 1: Criterios de Clasificacion ACR/EULAR 2010

Compromiso articular Puntuacion
1 articulacion grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequefias afectadas 2
4-10 articulaciones pequerias afectadas 3
10 articulaciones pequefias afectadas 6
Serologia

FR y ACPA negativos 0
FR y/o ACPA positivos bajos 2
FR y/o ACPA positivos altos 3
Reactantes de fase aguda

VSG y/o PCR normales 0
VSG y/o PCR elevadas 1
Duracion de los sintomas

< 6 semanas 0
> 6 semanas 1

Se requiere mas de 6 puntos para clasificacion definitiva de paciente con AR

Nota: *FR: factor reumatoide, *ANTICCP: antipéptido ciclico citrulinado, *VSG: velocidad
de eritrosedimentacion, *PCR: proteina C reactiva

4.7 Pruebas de Laboratorio

El diagnostico clinico de la AR se basa en gran medida en los signos y sintomas,
estudios radiograficos y resultados de analisis de laboratorio, dichos analisis aportan
informacién complementaria importante, en el laboratorio se determina velocidad de
eritrosedimentacion o de la proteina C reactiva, pero estos son marcadores inflamatorios
inespecificos, rutinariamente también se determina el FR, pero este puede ser detectado en
personas con otras enfermedades e incluso personas sanas, por lo que en afios mas recientes la
presencia deanti-ccp es de gran utilidad al tener mayor especificidad y capacidad de prediccién
que el FR (Jordana et al., 2017).
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Pruebas especificas de la AR

o Anticuerpos antipéptido citrulinado ciclico (ANTI-CCP)
o Factor reumatoide (FR)

4.7.1 Anticuerpos antipéptido citrulinado ciclico

Dichos péptidos citrulinados son proteinas que poseen residuos de citrulina, esta es un
aminoacido postraduccional, sintetizado a partir de la modificacion de otros aminoacidos como
la arginina mediante la intervencion de la enzima peptidil arginina deiminasa (PAD),
convirtiéndola en un componente basico de los determinantes antigénicos reconocidos por
anticuerpos especificos de la AR. Las proteinas citrulinadas se comportan como neoantigenos
y son mostradas por las células presentadoras de antigeno unidas a moléculas del HLA-DR
(antigenos de histocompatibilidad) lo cual produce una estimulacion de las células T, que, a su
vez, estimulan las células B para producir autoanticuerpos anti-CCP, por ende, los anticuerpos
se unen a las proteinas citrulinadas originando una estimulacion del sistema mononuclear
fagocitico. Por lo que alteraciones en este proceso pueden llevar a una respuesta anémala

perpetuando la inflamacion, lo que conlleva a la Artritis Reumatoide (Sohn et al., 2019)

La prueba de anticuerpos Anti-CCP actualmente se considera un excelente marcador
diagnostico de la AR, ya que cumple con tres requisitos esenciales: 1) buena sensibilidad, al
detectar un alto porcentaje de pacientes, 2) buena especificidad, limitando resultados falsos
positivos y 3) se presenta en fases tempranas, se ha detectado hasta 10 afios antes del diagndéstico
de la enfermedad. Las primeras pruebas desarrolladas para determinar anti-ccp reportaron que
son altamente especificos, hasta un 98%, y moderadamente sensibles, hasta un 68% para el

diagndstico precoz de la AR (Chalico, 2022).

4.7.1.1 Citrulinacién de proteinas en AR

La modificacion de proteinas puede crear nuevos epitopos, diferentes a esos a los que
el sistema inmune es tolerante, dando sitio a una viable actitud inmune ante los antigenos
citrulinados (Capote et al., 2021). La citrulinacion es catalizada por enzimas dependientes de
Ca2+, denominadas peptidilarginina deiminasas (PAD), PADL1 se expresa predominantemente
en la epidermis y el utero; PAD2 es el integrante mas ubicuo del ndcleo familiar y se expresa
en el musculo esquelético, bazo, cerebro, glandulas salivales, mientras que PAD3 se expresa en
foliculos (Citera, 2017).

En los procesos fisioldgicos incluye la diferenciacion terminal de las células epiteliales,

la regulacion de la expresion genética y la apoptosis. PAD4 auxilia a la regulacion genética por
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medio de la citrulinacién de histonas y lo cual es méas relevante, esta isoforma es la responsable
de la generacion de nuevos autoantigenos en la AR. Una vez que el sistema de depuracion de
células apoptdticas por macrofagos o células activas es inadecuado, las proteinas citrulinadas
tienen la posibilidad de permanecer expuestas al sistema inmunolégico, a lo largo de la inflacion
sinovial una vez que muchas células fallecen por apoptosis, es viable identificar estas proteinas.
Los autoanticuerpos contra proteinas citrulinadas (ACPA) se generan localmente en las
articulaciones de la AR, donde las proteinas se citrulinan a lo largo del proceso inflamatorio,
ademas, se demostro que otras proteinas sinoviales y no sinoviales (colageno tipo Il, vimentina,

proteinas nucleares y proteinas de estrés) son fines de la citrulinacién in vivo (Citera, 2017).

4.7.2 Factor Reumatoide

El FR fue el primer anticuerpo descrito por Waaler, en el afio 1940, para la AR, este
marcador seroldgico es una familia de autoanticuerpos generalmente de tipo IgM que va
dirigido contra el fragmento Fc de las inmunoglobulinas 1gG, el factor reumatoide es un
biomarcador que se puede encontrar en enfermedades reumaticas y no reumaticas, sin embargo,

es el autoanticuerpo mas asociado a enfermedad de la artritis reumatoide (Jiménez et al., 2021).

Se encuentra en el suero del 70% de los pacientes con artritis reumatoide, pero no es
exclusivo de esta enfermedad, pues se encuentra a titulos altos en infecciones cronicas y otras
enfermedades autoinmunes como: lupus eritematoso generalizado (LEG), enfermedad mixta
del tejido conjuntivo (EMTC) y sindrome de Sjogren primario (SSP), ademas, se puede detectar
este marcador en la poblacion adulta e incluso en personas sanas. Por eso su positividad no
asegura el diagndstico de la artritis reumatoide y se necesita relacionarse con el cuadro clinico

(Suarez y Fernandez, 2021).

La prueba del factor reumatoide tiene una sensibilidad del 60 al 90%, dependiendo del
método de determinacion y de la duracion de la AR, su especificidad también es baja, debido a
gue aproximadamente el 25% de personas sanas mayores a 70 afios presentan elevacion de FR
y el 5% en la poblacion en general, por ende, se lo considera como no especifico a este

biomarcador (Suarez y Fernandez, 2021).

4.7.2.1 FR en enfermedades no reumaticas y personas sanas

Este marcador se puede detectar en diferentes trastornos inflamatorios como lo son las
infecciones y enfermedades cronicas, pueden caracterizarse por la presencia del FR estos
puedes ser transitorios y no perjudiciales a diferencia de los que son detectados en sujetos con

AR. Por ejemplo, la frecuencia en otras condiciones como: hepatitis C (76%), infeccion por
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citomegalovirus (20%), infeccion de Epstein-Barr (20%), asi como en muchas afecciones
inflamatorias y neoplasias malignas (Méndez et al., 2018).

4.8 Fundamente de inmunoensayo enzimatico (ELISA)

La técnica de ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) se usa a menudo
para medir la presencia o concentracion de antigenos, anticuerpos, péptidos, proteinas,
hormonas u otras biomoléculas en muestras bioldgicas, es considerablemente sensible y puede
detectar bajas concentraciones de antigenos. Este inmunoensayo enzimatico se basa en la
deteccidn de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que directa
o0 indirectamente producen una reaccion, este principio tiene muchas de las propiedades de un
inmunoensayo ideal, ya que es versatil, robusto, simple en su realizacién y consigue mediante
el uso de la fase solida, una separacion facil entre la fraccidn retenida y la fraccion libre
(Swanson, Sjaastad, y Griffith, 2022).

4.8.1 ELISA indirecto

Consiste en la union de dos pasos que implica el uso de un anticuerpo primario y un
anticuerpo secundario marcado, en este método, el anticuerpo primario se incuba con los
pocillos de una placa recubiertos con antigeno, posteriormente se agrega un anticuerpo
secundario marcado que reconoce el anticuerpo primario, luego, se agrega un sustrato que al
reaccionar con la enzima proporcionara una sefial visible que permitird la deteccién o

cuantificacion del antigeno de interés (Mathieu, 2017).

4.8.2 Interpretacion de resultados
La interpretacion de los resultados es posible comparando las absorbancias del control
de referencia (CC) y de las muestras.

Positivo: absorbancias > 1.0 x CC
Negativo: absorbancias < 0.95 x CC

4.9 Fundamento de aglutinacion en latex

La prueba de aglutinacion en latex se basa en reacciones inmunoldgicas antigeno-
anticuerpo en las cuales las particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos especificos
provocan al contactar con los antigenos correspondientes una reaccion de aglutinacion que se
evidencia por la formacion de una malla o grumos visibles macroscépicamente (Gonzélez et
al., 2018).
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4.9.1 Interpretacion de resultados
Reaccidn positiva: presencia de aglutinacion (formacion de grumos) facilmente visibles

macroscopicamente.
Reaccidn negativa: suspension uniforme, no presenta cambios.

4.10 Relacion de las pruebas ANTI-CCP frente al FR y su interpretacion

o Valor positivo de Anti-CCP y FR, es muy probable que tenga AR y que desarrolle una
forma severa de la enfermedad

o Valor positivo de Anti-CCP y de FR negativo, es probable que tenga AR de reciente
inicio o que la desarrolle a futuro

o Valor negativo de Anti-CCP y FR positivo, los sintomas y signos clinicos seran
importantes para determinar si el paciente tiene AR o0 esta cursando por otro trastorno
inflamatorio

o Valor negativo tanto de Anti-CCP y de FR, es poco probable que tenga la enfermedad
(Lépez, Urbano, Cardenas, Molina, y Lendinez, 2013).

24



5. Metodologia
5.1 Area de estudio

El estudio se realiz6 en el Hospital Isidro Ayora, ubicado en las calles Juan José
Samaniego e Iberoameérica, y los analisis se ejecutaron en el Laboratorio de la Facultad de Salud

Humana de la Universidad Nacional de Loja, ubicado en la calle Manuel Montero.
5.2 Procedimiento
5.2.1 Tipo de estudio

El presente proyecto de investigacion fue de disefio cuantitativo, tipo no experimental

de corte transversal relacional.
5.2.2 Técnicas para recoleccion de datos

Se recolecto la informacion necesaria para el estudio por medio de la base de datos
que fue proporcionada por el Hospital Isidro Ayora, tomando en cuenta los pacientes que
posean diagndstico de Artritis Reumatoide.

5.2.3 Fase preanalitica

Oficio dirigido al Director Médico del Hospital Isidro Ayora — Loja, solicitando el
permiso correspondiente para acceder a la base de datos de los pacientes con diagndstico de
Artritis Reumatoide. (Anexo N.°1)

Oficio dirigido al Decano de la Facultad de Salud Humana, solicitando autorizacion
para el procesamiento de las muestras en el laboratorio del Centro de Diagndstico Médico.
(Anexo N.°2)

Aplicacion del consentimiento informado, el cual es un documento donde se colocan

datos personales del paciente en estudio. (Anexo N.°3)
Protocolo para la toma o extraccion de muestras sanguineas. (Anexo N.°4)

Protocolo para el transporte de muestras sanguineas desde las casas de los pacientes

hasta el laboratorio de la Facultad de Salud Humana. (Anexo N.°5)
5.2.4 Fase Analitica
Control de los reactivos, procedimiento que nos permite monitorear la precision del Kit

del reactivo, asegurando la obtencion de los resultados. (Anexo N.°6)
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Anélisis de anticuerpos antipéptidos citrulinados ciclicos (anti-ccp) en el equipo Rayto
RT-2100C, en el cual se sefiala el procedimiento exacto de las muestras. (Anexo N.°7)

Anélisis del factor reumatoide (FR), mediante la técnica de aglutinacion. (Anexo N.°8)
5.2.5 Fase Pos-analitica

Validacion de resultados. (Anexo N.°10)

Formato de entrega de resultados. (Anexo N.°11)

5.2.6 Universo

El universo de este estudio fue constituido por los familiares de pacientes con
diagndstico de artritis reumatoide que acuden al area de consulta externa del Hospital Isidro
Ayora de la cuidad de Loja.

5.2.7 Muestra

La muestra estuvo constituida por 80 familiares entre ellos hombres y mujeres, que
cumplan los criterios de inclusion y exclusion.

5.2.8 Criterios de inclusion

o Familiares de pacientes con diagndstico de artritis reumatoide, que deseen participar
voluntariamente del estudio y que firmen el consentimiento informado.

5.2.9 Criterios de exclusion

o Familiares que ya posean el diagnostico de la patologia.
o Personas que no cumplen con el criterio de inclusion.

5.3 Procesamiento y analisis de datos

Para la tabulacion de datos se utilizo el programa estadistico informatico Statistical
Package For Social Sciences SPSS versidn 25, en el cual de forma ordenada se revisaron todos
los resultados de cada uno de los 80 familiares, dichos resultados se presentaron a través de
tablas en las que se evidencio la frecuencia tanto de ANTI-CCP y FR, y mediante la prueba
estadistica de Chi-cuadrado de Pearson se empled la relacion de ambas pruebas, demostrando
que si existe una relaciéon ya que se obtuvo una significancia del 95%.
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6. Resultados
La poblacion de estudio seleccionada consta de 80 personas de sexo femenino y
masculino, entre edades de 25 a 70 afios que son parte de familias de personas diagnosticadas

con artritis reumatoide.

En la tabla 1 se observan los casos positivos y negativos para antipéptido citrulinado

ciclico, que se realiz6 mediante inmunoensayo enzimatico (ELISA).

Tabla 1l

Determinacion de anticuerpos antipéptido citrulinado ciclico en familiares de personas
con diagnostico de artritis reumatoide en el periodo marzo — abril del 2022

ANTICCP*
Frecuencia Porcentaje%o
Positivo 9 11,3
Negativo 71 88,8
Total 80 100

Nota: *Antipéptido citrulinado ciclico

A continuacion, en la tabla 2 se visualiza los resultados del factor reumatoide que se los

realizo mediante la técnica de aglutinacion en latex.

Tabla 2

Demostracion del factor reumatoide de familiares de personas con diagnéstico de artritis

reumatoide en el periodo marzo -abril del 2022

Factor Reumatoide

Frecuencia  Porcentaje %

Positivo 13 16,3
Negativo 67 83,8
Total 80 100,0

Por altimo, se correlaciono las dos pruebas tanto ANTI-CCP como FR (tabla 3) donde

se evidencio estadisticamente empleando la prueba de chi cuadrado que existe una relacion

significativa (p<0,05).
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Tabla 3

Relacién de los resultados obtenidos del Antipéptido Citrulinado y Factor Reumatoide en

el periodo de marzo — abril del 2022

Tabla cruzada ANTICCP*FR**

FR
. ) Total
pOSItIVO negatlvo
Positivo 0 / 2 9
. 6 65 71
negatlvo
% 7,5 81,3 88,8
Total N 13 67 80
ota % 16,3 83,8 100,0

Nota: Chi-cuadro de Pearson significancia asint6tica bilateral (valor P): 0,000; * antipéptido

citrulinado ciclico; **factor reumatoide
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7. Discusion

La artritis reumatoide es una enfermedad que requiere ser detectada anticipadamente
por ser una patologia degenerativa que progresa a una discapacidad funcional de las personas
que lo padecen. Las pruebas de laboratorio empleadas para el diagndstico rutinariamente son
(FR) y (Anti-CCP), aunque el marcador serologico del FR ya no es especifico de la enfermedad,
establecer una relacion de estas dos pruebas aumenta la especificidad para su diagnéstico
presuntivo incluso afios antes del comienzo de las manifestaciones clinicas (Carballo et al.,
2017).

La presente investigacion esta dividida en dos partes, en la primera parte se determind
la presencia de anticuerpos Anti-CCP y FR de 80 pacientes que tenian familiares con
diagndstico de AR, de los cuales evidenciamos que el 11.3% (n=9) son positivos para anti-ccp
lo que se asemeja con el estudio de (Goeldner et al., 2010) y (Alkhatib, 2021) que encontraron
en sus estudios un porcentaje de 5.5% (n=11) y 19.4% (n=24) familiares positivos
respectivamente, lo que demuestra que existe una frecuencia de casos positivos para la prueba
de anti-ccp en familiares de pacientes con diagndéstico de AR, podemos tomar en consideracion
que la genética es un factor importante en el desarrollo de esta enfermedad, ademas, se ha
demostrado que dicha prueba es una herramienta seroldgica para identificar la AR en fase
temprana y la presencia de estos anticuerpos se encuentra asociada con una evolucion
rapidamente progresiva de lesiones erosivas, alteraciones radiologicas y perdida de la funcién

en comparacion con los pacientes que son ANTI-CCP negativos (Blas, 2019).

En la determinacion del FR se obtuvo que el 16.3% (n=13) son positivos, lo que se
diferencia del estudio de (Duréan, 2022) que obtuvo el 28% (n=44) positivos para el FR en una
muestra de 157 participantes, debido a que su poblacion en estudio fueron adultos mayores, su
nivel de porcentaje se encuentra sobre el de nuestro estudio, puesto que este marcador puede

estar presente en personas sanas especialmente en ancianos.

Otro estudio de (Lazo et al., 2017) determino la presencia del factor reumatoide en
mujeres de 40 a 60 afios, en el cual demostré que de sus 40 participantes todas las muestras
analizadas fueron negativas, debido a que no suele aparecer en los primeros afios de progreso
de la enfermedad, no obstante, no se descarta la probabilidad de que se desarrolle la enfermedad
ya que se puede desencadenar debido a diversos factores, ademas, esta prueba no es especifica

de la artritis reumatoide porque también se presenta en trastornos inflamatorios.
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Navarro et al., (2021) en su estudio determino la sensibilidad y especificidad de la
prueba ANTI-CCP, encontré el 77.8% y el 94% respectivamente, mientras que para el FR
obtuvo una sensibilidad del 34.9% y una especificidad del 94.3%, lo que muestra una
sensibilidad muy baja para el FR por lo que no es util utilizar esta prueba como una herramienta
de diagnostico, indicandonos que los ANTI-CCP son mas especificos que el FR. También, se
demostro que cuando se emplea el FR en combinacion con el ensayo ANTI-CCP aumenta la

eficacia diagnostica con una especificidad del 100%.

Para la segunda parte de la investigacion se tomaron los resultados obtenidos tanto de
las pruebas de Anti-CCP y FR, y se estudio su relacion usando la prueba de Chi-cuadrado de
Pearson con la cual obtuvimos (x?= 28,208 P= 0,000) lo que nos indica que existe una relacion
entre los anticuerpos Anti-CCPy el FR, el (8,8%; n=7), resultado que se relaciona con el estudio
de (Ramos et al., 2015) en el cual el 2.1% (n=17) de familiares también dieron positivos tanto
para Anti-CCP y FR que desarrollaron AR en los 5 afios de seguimiento, manifestando que
cuando se utiliza el FR en combinacion con el ensayo ANTI-CCP aumenta la eficacia de un
diagnostico presuntivo del 100% (Navarro et al., 2021), ya que los péptidos citrulinados se
comportan como neoantigenos y son mostradas por las células presentadoras de antigeno unidas
a moléculas del HLA-DR (antigenos de histocompatibilidad) lo que genera una estimulacion
de las células T, que, paralelamente, estimulan las células B para crear autoanticuerpos ANTI-
CCP, por ende, los autoanticuerpos se incorporan a las proteinas citrulinadas originando una

estimulacion del sistema mononuclear fagocitico (Won et al., 2021).

Por otra parte, el FR generalmente no suele detectarse hasta pasados unos afios de la
enfermedad, ya que en los dos primeros afios de evolucion la especificidad es baja del 30 al
60%, ademéas puede desaparecer si la enfermedad remite, si esto no ocurre las células
dendriticas de la membrana activan a los linfocitos Th, los cuales activan a los macréfagos y se
van acumulando en la membrana inflamada lo que generan autoanticuerpos FR, ademas dichas
células comienzan a secretar citocinas proinflamatorias que convocan a mas células efectoras a
las articulaciones, que contribuyen a la erosién tisular, por otro lado, las células inflamatorias
producen proteinasas y colagenasas dentro de la articulacion, generando destruccion del
cartilago, ligamentos, tendonesy con el tiempo afecta hasta el hueso (lglesias, 2018).

La mayoria de los casos de esta enfermedad posee una predisposicion genetica porque

es un factor implicado en su desarrollo, de modo indudable el maximo riesgo de AR se debe a
unaalteracion del alelo 4 del gen DR del antigeno leucocitario humano (HLA-DR4)y los alelos
relacionados con el complejo de mayor histocompatibilidad de clase 1l (genes que codifican el
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HLA-DR4), de todos modos, esto no significa que sea una enfermedad hereditaria, sino que
existen ciertas variantes en algunos genes que predisponen a presentarla, lo que evidencia que
en algunas familias haya varios casos (Ankoor Shah, 2019), sin embargo, hay que tomar en
consideracién a otros factores no genéticos como hormonales, socioecondmicos, dietéticos,
infecciones y consumo de tabaco que influyen directamente en el desarrollo de esta enfermedad

como lo menciona (Serranos, 2020).

31



8. Conclusiones

Se obtuvo que el 11.3% n= 9 participantes presentaron anticuerpos anti-CCP.

El 16.3% n=13 de participantes demostraron la presencia del factor reumatoide.

Se establecio que si existe una relacion estadistica entre el anti-CCP y FR, en donde se
pudo apreciar que el 8.8%, de participantes es probable que desarrolle una forma severa de AR,
el 2.5%, la desarrolle a futuro, y el 7.5%, deberian tener en cuentalos sintomas y signos
clinicos, mientras que el 81.3% es poco probable que padezca la enfermedad.
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9. Recomendaciones
Ante los resultados del trabajo de investigacion puedo recomendar a los pacientes cuyo
ANTI-CCP es positivo, acudana un especialista de la enfermedad (reumat6logo) para quese les
realice los exdmenes complementarios.

Pacientes que fueron positivos para la presencia del factor reumatoide, deben tener en
cuenta sus signos y sintomas para que se confirme o descarte el diagnostico de la AR.

Los pacientes que obtuvieron las dos pruebas positivas de ANTI-CCP y FR deben tener

un seguimiento porque su positividad aumenta el 100% la posibilidad de desarrollar AR.
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11. Anexos
Anexo 1: Oficio Dirigido al Director Médico del HIAL

?
WJE{ e Ministerio de Salud Publica

Hospital General Isidro Avora
Proceso de Docencia e Investigacion

Oficio Nro. MSP-CZ7-HIAL-PDI-2022-15-M
Loja, 24 de Marzo del 2022

Srta. Liliana Guisella Contento Zhanay.
ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
LOJA.

Ciudad.-

De mis consideraciones:

Pwnndbdelapmntampemﬂtolnfomwaustodqueheoodemviwsu
Proyecto de Investigacion titulado *ANTIPEPTIDO CITRULINADO EN RELACION AL
FACTOR REUMATOIDE PARA LA DETECCION TEMPRANA DE ARTRITIS
REUMATOIDE EN FAMILIARES DE PACIENTES CONFIRMADOS CON
ARTRITIS", lo encuentro PERTINENTE Y FACTIBLE de realizar, por lo que autorizo
el desarrolio del mismo en esta Casa de Salud, para lo cual se comunicara a la
Resmmdsemmm“mmeuhpmmudﬂdmdﬁmomsu
realizacion,

Particular que comunico para los fines pertinentes.

Atentamente:

Dr. Medina Sarmiento.
RESPONSA DOCENCIA E INVESTIGACION DEL HIAL

ﬂ“wﬂg AYO!\R

DoCEN A E INVESTIGALESR

Dires . NV :
o E:::a:v Manuel Agustin Aguire y Juan José nieyo Codigo postat: 110102 ¢ > Gobiemo Jintos
Telélonos: 503-2-570-540 — www saiud ot &5 “1 A del lo logramos



Anexo 2: Autorizacion del Laboratorio del Centro de Diagnostico Médico

Universidad Facultad
Nacional de la Salud
delLoja Humana

115%

Of, Nro. 2022-0127-DFSH-UNL
Loja, 04 de marzo de 2022

Seftorita

Liliana Guisella Contento Zhanay
ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Presente.-

De mi especial consideracion:

En atencion a Of. No, 2022-00214-CLC-FSH-UNL de 02 de marzo de 2022, suscrito por la Dra.
Sandra Freire Cuesta, Directora de la Carrera de Laboratorio Clinico, en mi calidad de
Autoridad Académica de esta Facultad, en el marco del proyecto de tesis denominado:
"ANTIPEPTIDO CITRULINADO EN RELACION AL FACTOR REUMATOIDE PARA LA DETECCION
TEMPRANA DE ARTRITIS REUMATOIDE EN FAMILIARES DE PACIENTES CONFIRMADOS CON
ARTRITIS®; autorizo el proceso de andlisis de suero sanguineo en el equipo Rayto RT 2100C en
el Laboratorio del Centro de Diagnodstico Médico.

De la misma manera, solicito a la Leda, Diana Ramén Montafio, brinde el apoyo técnico a la
referida estudiante, quien estard bajo la supervision de la Leda, lliana Delgado, Docente de |a
Carrera de Laboratorio Clinico.

Aprovecho la oportunidad para reiterar mi sentimiento de consideracion y estima.

Atentamente,
EN LOS TESOROS DE LA SABIDURIA,
ESTA LA GLORIFICACION DE LA VIDA.

Dr. Amable Bermeo Flores, Mg, 5¢
DECANO FACULTAD DE LA SALUD HUMANA UNL.

Cc: Direccion Carrera Laboratorio Clinico, Leda. Iliana Delgado, Archivo

ABF/  Yadira Cérdova
ANALISTA DE DESPACHO DE AUTORIDAD ACADEMICA

Calle Manuel Monteros
trag e Hoepital ladro A0 + Loja - Ecuadior

072 571379 Ext. W02
e 3 o P |
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Anexo 3: Consentimiento informado

Universidad Nacional de Loja | Consentimiento
Facultad de Salud Humana informado
Carrera de Laboratorio Clinico

1859

Fecha de elaboracion: 7 de Tutor del proyecto de tesis: Cadigo: 0001
diciembre del 2021 Lic. lliana Alicia Delgado :
Version 001
Equipo/ area Laboratorio Clinico CDM
Titulo Diagndstico predictivo de artritis reumatoide en familiares de

pacientes diagnosticados mediante las pruebas de antipéptido
citrulinado ciclico y factor reumatoide

Investigador Liliana Guisella Contento Zhanay.

Fecha: Hora:

Datos del paciente

C.l: Edad Sexo

En el marco del proyecto “Antipéptido citrulinado en relacion al factor reumatoide para la
deteccion temprana de artritis reumatoide en familiares de pacientes confirmados con artritis”,
bajo la coordinacion de la Dra. Sandra Freire, gestora de la carrera de Laboratorio Clinico de la
Facultad de la Salud Humana, se realizardn investigaciones con diversos enfoques en
colaboracion con los estudiantes de la carrera de laboratorio clinico quienes desarrollan sus
proyectos de tesis cuyos resultados contribuiran al marco del proyecto.

Para la ejecucién del mismo se necesita la recoleccién de muestras de sangre de familiares de
pacientes que tengan diagnéstico de artritis reumatoide y que en adelante se los denomina
“pacientes” los participantes del proyecto pertenecientes a la carrera de laboratorio clinico
tomaran y procesaran las muestras para su posterior analisis. El analisis de las muestras se llevara
a cabo en el laboratorio del Centro de Diagnéstico Médico (CDM) de la Facultad de la Salud
Humana.

Considerando que la muestra de sangre sera recolectada mediante venopuncion el paciente podra
sentir un ligero dolor cuando se introduce la aguja y puede experimentar una sensacion pulsatil
en el sitio, después de que se extrae la sangre, siendo este procedimiento de muy bajo riesgo para
el paciente.

Los resultados seran informados y seran registrados para su posterior monitoreo, los participantes
del proyecto pertenecientes a la carrera de laboratorio clinico recolectaran la informacion
requerida por la ficha EPI -1 de vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Salud Publica, para
la obtencidn de datos personales y de contacto; y para el seguimiento de datos clinicos.

Toda la informacion seré recolectada estricta y confidencial para asegurar la privacidad de todos
los familiares de pacientes confirmados con diagnostico de artritis.
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Declaracion del consentimiento informado para la obtencion de muestras

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin precision, coaccion, ni
violencia alguna; en completo conocimiento de la naturaleza, forma, duracién, proposito,
inconvenientes y riesgos relacionados con el estudio indicado, declaro mediante la presente
que he facilitado la informacion completa hasta mi conocimiento sobre mi estado de salud;
que he sido informado de manera clara y sencilla por parte del grupo de investigadores , de
todos los aspectos relacionados con el proyecto y estoy de acuerdo con el procedimiento que
se me ha propuesto; que esta claro, que mi participacion en dicho proyecto consiste en
entregar una muestra de sangre para que sea procesada y que dicha muestra no sera empleada
para otros fines sin mi consentimiento.

Declaro que eh sido informado de las ventajas e inconvenientes de mi participacion en el
proyecto, que he escuchado, leido y comprendido toda la informacion recibida y se me ha
dado la oportunidad de preguntar lo que he necesitado sobre el proyecto.

Que el grupo de investigadores coordinados por la Dra. Sandra Freire, me ha garantizado
la total confidencialidad relacionada a mi identidad como a cualquier informacion
relacionada con mi persona, a la que tenga acceso para el desarrollo de este proyecto.

Que bajo ningun aspecto me han ofrecido, ni pretendo recibir ningin beneficio de tipo
econdmico producto de los hallazgos que puedan producirse en el referido proyecto de
investigacion.

Que puedo retirarme del proyecto en caso de considerar que el mismo ya no es de mi interés o
conveniencia.

Firma y C.I del paciente

Negativa del consentimiento informado

Fecha:

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades mentales y sin presion, coaccion, ni
violencia alguna, NO autorizo y me niego a que se me realice el procedimiento propuesto,
responsabilidades futuras de cualquier indole al servicio de salud y la intervencion requerida.

Firma y C.I del paciente

Elaborado por: Revisado por:

Liliana Guisella Contento Zhanay ILIANA - fosee
ALICIA s
DELGADO "3 22"
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Anexo 4: Protocolo para la toma de muestra sanguinea por venopuncion

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Protocolo para la toma de muestra
sanguinea por venopuncion

Fecha de
elaboraciéon: 7 de
diciembre del 2021

Tutor del proyecto de tesis:
Lic. lliana Alicia Delgado

Cadigo: 0001

Version: 001

Equipo/ area

Laboratorio de Centro Médico de la Facultad de Salud Humana

Responsable del

Laboratorio

Lic. Diana Ramon

Frecuencia

Después de firmar el consentimiento informado

Acciones
preliminares

Verificar que se disponga con todo
el material necesario o

Materiales e Torniquete

Agujas

vacutainer

e Algoddn

e Alcohol

e Campana

e Tubos sin
anticoagulante

e Curitas

e Rotulador

o Kit de
bioseguridad

Procedimiento para
la obtencion de la
muestra sanguinea

M w0 e

El analista procedea lavarse las manos correctamente

Procede a colocarse todos los implementos de bioseguridad
Preparar todoelmaterial que va a ser necesario.

Se le rociara alcohol en las manos para su desinfeccion y luego se
le pedird que se siente en una posicion comoda en donde se le
explicara el procedimiento dela toma de muestra, no sin antes
pedirle el consentimiento informado con su respectiva firma.

Se procede a rotular el tubo con el nombre y el codigo que se le
designe al paciente; y se prepara la aguja vacutainer y la campana
para la extraccion.

Luego se le pideal paciente que extiendasu brazo, se coloca el
torniquete no mas de 5 minutos y se procede a hacer la
desinfeccion de la zona de puncion.
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10.

11.

12.

13.

14.

Fijamos la vena con la mano no dominante y se introduce la aguja
en la vena con el bisel hacia arriba, en el mismo sentido que el flujo
sanguineo venoso, con un angulo de 20°-30°

Estabilizar la aguja y el adaptador con una mano y presionar con
el pulgar y el dedoindice dela otra para perforar el tubo.
Comprobar que fluye la sangre por el tubo y mientras se llena el
tubo colocar el conjunto del sistema entre el dedo pulgar e indice,
apoyando los dedos libres en el brazo del paciente para evitar que
se movilice.

Comprobar que se aspira la cantidad de sangre necesaria para la
realizacion del analisis

Soltar el compresor antes de extraer la aguja de la vena, y aplicar
un aposito sobre el punto de puncion. Retirar la aguja suavemente
y sin girarla.

Una vez retirada la aguja hacer o solicitar al paciente que realice
una moderada presion sobre el apdsito, manteniendo el brazo
estirado, nunca doblado

Eliminar el material contaminado en recipientes adecuados, de
acuerdo al Protocolo de Gestion de Residuos Hospitalarios

Y por altimo se comprueba el estado del paciente (Bain, 2018).

Elaborado por:

Revisado por:

Fi e
ILIANA  frmece

Liliana Guisella Contento Zhanay ALICIA el

DELGADO f¢%:8%st"”
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Anexo 5: Protocolo para transporte de muestras sanguineas

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Protocolo para transporte de

muestras sanguineas

Fecha de
elaboracién: 7 de
diciembre del 2021

Tutor del proyecto de tesis:
Lic. lliana Alicia Delgado

Cadigo: 0002

Version 001

Equipo/ area

Laboratorio del Centro de Diagnostico Médico de la Facultad de Salud

Humana
Responsable del Lic. Diana Ramon
laboratorio
Frecuencia Cada vez que se obtenga la muestra sanguinea del paciente
Acciones Verificacion de la disposicion de | Materiales e Gradilla
preliminares todo el material a utilizar y la e Paquetes de
temperatura sea la adecuada. hielo
e Cooler

Indicaciones parael
transporte de
muestras de sangre
sin anticoagulante

1. Conseguidas las muestras sanguineas anticipadamente rotuladas

se prepara el cooler con el hielo gel refrigerante con el fin de

mantener una temperatura de 2 — 8°C.

2. Las muestras son ubicadas verticalmente en la gradilla para

posteriormente ser colocadas en la cadena de frio.

3. Y se realiza el sellado del cooler y se procede a transportar las

muestras hasta el laboratorio para su analisis.

Nota: dichas muestras deben ser transportadas en el menor tiempo

posible, antes de las 2 horas a temperatura ambiente y cuando no es

posible enviarlas en el lapso de este tiempo se debe refrigerar a 2- 8°C,

sin superar las 24 horas (Contreras, 2019).

Elaborado por:

Liliana Guisella Contento Zhanay

ILIANA Firmado digitalmente

por ILIANA ALICIA
ALICIA DELGADO
DELGADO

Fecha: 2022.09.19
16:30:09 -0500°

Revisado por:
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Anexo 6: Control de Calidad de los Kits

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana Control de calidad de los Kits
Carrera de Laboratorio Clinico

Fecha de | Tutor del proyecto de tesis: Cadigo: 0001

elaboracion: 7 de | Lic. lliana Alicia Delgado _

diciembre del 2021 Version 0001

Equipo/ area Laboratorio del Centro de Diagndstico Médico de la Facultad de Salud
Humana

Responsable del Lic. Diana Ramén

laboratorio

Frecuencia Dependiendo del nimero de muestras recolectadas

Acciones Verificacion de la disposicion de | Materiales e Suero

preliminares todo el material a utilizar e Kitde reactivo

(Anti-CCP)
Protocolo de control Estabilidad
de calidad del Kit e Los reactivos son estables hasta las fechas de caducidad en las

ANTI-CCP etiquetas individuales cuando se almacenan a 2 — 8°C.

Preparacion de reactivos
e Elestuche y todos los componentes deben alcanzar la temperatura
ambiente (TA) antes de realizar el ensayo.
e Los frascos utilizados deben cerrarse con cuidado y almacenarse
de2-8°C.
e Almacenar SUB protegido de la luz.
e No utilizar recipientes de poliestireno en la manipulacion de CON.
e Para evitar una contaminacion microbiana o quimica potencial,
nunca transferir los reactivos no utilizados en el frasco de origen.
e WAGSH es estable para 6 semanas si se almacena de 2- 8°C.
Estabilidad muestras
e Usar muestras recién tomadas o congelar las muestras a -20°C.
e Congelar y descongelar solamente una vez.

¢ No utilizar muestras séricas inactivadas por tratamientos de calor
a56°C.
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Permitir que las muestras alcancen la temperatura ambiente (30
minutos).

Controles positivo y negativo

Control negativo: valor de absorbancia menor a 0.95

Control positivo: valor de absorbancia mayor de 1.00
Cutt-Off Control del ensayo

e 0.651

Protocolo de control
de calidad del Kit FR

Estabilidad

LR, PC Y NP son estables hasta la fecha de caducidad cuando se
almacenan de 2 — 8°C.

e No congelarlo

Estabilidad de muestras

e Suero hasta 24 horas a2 — 8°C

e Suero hasta 4 semanas a -20°C

Elaborado por:

. . ILIANA
Liliana Guisella Contento Zhanay

Revisado por:

ALICIA  paeg
DELGADOQ  16:30:36 -0500°
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Anexo 7:Protocolo de andlisis de anticuerpos antipéptidos citrulinados ciclicos

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Analisis de anticuerpos antipéptidos
citrulinados ciclicos (anti-ccp) en el
equipo Rayto RT-2100C

Fecha de
elaboracién: 7 de
diciembre del 2021

Tutor del proyecto de tesis:
Lic. lliana Alicia Delgado

Cadigo: 0003

Version: 001

Equipo/ area

Laboratorio del Centro de Diagndstico Médico de la Facultad de Salud
Humana

Responsable del

Lic. Diana Ramoén

laboratorio
Frecuencia Dependiendo del nimero de muestras recolectadas
Acciones Verificacion que se le han pasado | Materiales e Muestra de
preliminares al equipo controles positivo y suero
negativo. e Kit de reactivo
(Anti-CCP)
e Tubos
eppendorf
e Micropuntas
e Macropuntas
e Lapizgraso

Protocolo de analisis
de anticuerpos
antipéptidos
citrulinados ciclicos
(anti-ccp) en el equipo
Rayto RT-2100C

Procedimiento

1.

La muestra sanguinea se obtiene por venopuncion se la somete a
un proceso de centrifugacion de 2500 rpm por 5 minutos, para la
obtencién de suero.

Pipetear 100 ul de muestra diluida, CC, PC y NC en MTP, para el
blanco utilizar DIL en lugar de la dilucién de muestra, cubrir MTP
de tira adhesiva.

Incubar para 1 hora a TA.

Echar la solucién de MTP. Lavar MTP 3 veces usando 300 ul de
WASH por pocillo.

Echar WASH y remover el liquido remanente invirtiendo los

micropocillos sobre papel o tela absorbente.

Pipetear 100 ul de CONy cubrir MTP con tira adhesiva.

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.
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10.

11.
12.

Echar la solucion de MTP. Lavar MTP 3 veces usando 300 ul de
WASH por pocillo

Echar buffer y remover el liquido remanente invirtiendo los
micropocillos sobre papel o tela absorbente.

Pipetear 100 ul de SUB e incubar 30 minutos. A una temperatura
superior a 25°C, el tiempo de incubacion del sustrato podria
acortarse. El tiempo de incubacion minimo de incubacion deberia
ser de 25 minutos.

Agregar 100 ul de STOP por pocillo

Leer la absorbancia a 450 nm dentro de los 10 minutos, siguientes
a la adicion de la solucion de parada. Se recomienda proceder a
una medicién bicromatica con una longitud de onde de referencia
a 620 — 690 nm.

Automatizacion
El ELISA IMTEC-CCP- Antibodies puede efectuarse con analizadores
ELISA automatizados apropiados. Las aplicaciones deben validarse antes

del uso diagndstico.

Elaborado por:

Liliana Guisella Contento Zhanay ALICIA

Revisado por:

ILIANA

DELGADQ  16:30:59 -0500 ’
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Anexo 8: Protocolo de analisis del factor reumatoide

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Analisis del factor reumatoide (FR),
mediante la técnica de aglutinacion

Fecha de
elaboracién: 7 de
diciembre del 2021

Tutor del proyecto de tesis:
Lic. lliana Alicia Delgado

Cadigo: 0004

Version: 001

Equipo/ area

Laboratorio del Centro de Diagndstico Médico de la Facultad de Salud

Humana

Responsable del
laboratorio

Lic. Diana Ramoén

Frecuencia

Dependiendo del nimero de muestras recolectadas

Acciones
preliminares

Verificacion de la disposicion de
todo el material a utilizar

Muestra de

suero

e Kit de reactivo
FR (suero
control
positivo, suero
control
negativo,
reactivo RF de
latex)

e Pipetas

e Micropuntas

e Macropuntas

Materiales °

Protocolo de analisis
del factor reumatoide
(FR) mediante la
técnica de aglutinacion

Procedimiento

e La muestra sanguinea se obtiene por venopuncion se la somete a

un proceso de centrifugacion de 2500 rpm por 5 minutos, para la

obtencién de suero.

e LR,PC, NCy muestras de suero a temperatura ambiente, mesclar

LR cuidadosamente a fin de resuspender completamente las

particulas.

e Pipetear 0 gotear en areas separadas de la ldmina: una gota de

suero, una gota de PC (tapa roja), una gota NC (tapa verde) y una

gota de LR en las muestras y controles.

e Mezclar con palillos diferentes y extender el fluido sobre la

superficie completa de las areas.
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Inclinar la placa de atras hacia adelante por 2 minutos de tal forma
que la mezcla rote lentamente dentro de las celdas de la placa o
colocar en un rotador automatico a 100 r.p.m.

Al final de los 2 minutos leer el resultado bajo la luz artificial

fuerte.
Elaborado por: Revisado por:
ili i ILIANA | rmsetaieame
Liliana Guisella Contento Zhanay ALICIA  Fagio
DELGADQ 16:31:25-0500
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Anexo 9: Protocolo de eliminacion de muestras y material contaminado

Universidad Nacional de Loja | Protocolo de eliminacion de
Facultad de Salud Humana muestras y material contaminado
Carrera de Laboratorio Clinico

Fecha de
elaboracién: 7 de
diciembre del 2021

Tutor del proyecto de tesis: Cddigo: 0005
Lic. lliana Alicia Delgado

Version: 001

Equipo/ area

Laboratorio del Centro de Diagndstico Médico de la Facultad de Salud
Humana

Responsable del

Lic. Diana Ramoén

laboratorio
Frecuencia Después del procesamiento de las muestras.
Acciones Verificacion del todo material Materiales e Muestra de
preliminares utilizado suero
e Pipetas

e Micropuntas
e Macropuntas

Protocolo de
eliminacion de
muestras y material
contaminado

Procedimiento

e Luego de haber mantenido la cadena de custodia y haber
procesado las muestras, las mismas se desechan y se colocan en
recipientes con hipoclorito de sodio.

e Los materiales o instrumentos de bioseguridad como: guantes,
mascarilla y gorro; se desechan en el recipiente de color rojo el
cual es utilizado para material “Infeccioso”.

e Las puntas de pipetas utilizadas en el procesamiento seran
desechadas en recipiente denominado “corto punzantes”
(Contreras, 2019).

Elaborado por:

Revisado por:
ILIANA Firmado digitalmente

por ILIANA ALICIA

Liliana Guisella Contento Zhanay ALICIA - oaoio

DELGADQ 16:31:48 -0500
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Anexo 10: Protocolo de validacion de los resultados

Universidad Nacional de Loja
Facultad de Salud Humana
Carrera de Laboratorio Clinico

Validacion de los resultados

Fecha
elaboracién: 7

de
de

diciembre del 2021

Tutor del proyecto de tesis:
Lic. lliana Alicia Delgado

Cadigo: 0006

Version: 001

Equipo/ area

Laboratorio del Centro de Diagndstico Médico de la Facultad de Salud

Humana
Responsable del Lic. Diana Ramon
laboratorio
Frecuencia Dependiendo del numero de muestras procesadas
Acciones Verificacion de la disposicion de Materiales Muestra  de
preliminares todo el material a utilizar suero

Kit dereactivo
(FR)

Protocolo de
validacioén de los
resultados de
(ANTI-CCP)

Validacion del anélisis

e El cociente de absorbancia de PC/CC esta dentro del rango
indicado (4.2 — 7.6)

e El cociente de absorbancia de NC/CC es de <1.0.

Protocolo de
validacién de los

resultados de (FR)

Validacion del analisis

e Estos resultados deben ser comparados con las muestras, para

distinguir una posible granulacion de una aglutinacion.

Elaborado por:

Liliana Guisella Contento Zhanay

Revisado por:

ILIANA por ILIANA ALICIA
ALICIA DELGADO

Fecha: 2022.09.19

DELGADQ 16:32:23 0500
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Anexo 11:Formato de resultados

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
FACULTAD DE SALUD HUMANA
LABORATORIO CLINICO CDM

DATOS GENERALES
ID de muestra:
Nombre:
Identificacion:
Edad:
Sexo:
Informe de resultados

Examen Interpretacion de resultados Resultado

Antipéptido citrulinado  Positivo: absorbancia > 1.0 x CC

ciclico Negativo: absorbancia <0.95 x CC

Positivo: aglutinacion clara dentro
Factor reumatoide de los 2 minutos.

Negativo: sin aglutinacion visible

después de los 2 minutos.

Realizado por:

Validado por:
Elaborado por: Revisado por:
. ) ILIANA  Gigtstmente por
Liliana Guisella Contento Zhanay ALICIA  liavaacn

DELGADQ Fecha: 2022.09.19

16:32:48 -0500'
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Anexo 12: Evidencias fotograficas

o Descripcion:  Centrifugacion  de
Descripcion: Toma de muestra muestras sanguineas

sanguinea

A ON

Descripcion:  Muestras  alcanzan Descripcion: Dilucion de muestras
temperatura ambiente (30 min) (10 ul de muestra y 490 DIL)

Descripcion: Agregacion de Descripcion: Incubar 30 minutos a
solucién de conjugado y colocacion una temperatura superior a 25°C.
de tira adhesiva
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Descripcion:  Agregacion  de Descripcion: Valores de
solucion de parada (acido sulfdrico) absorbancias de controles y muestras

Descripcion: Resultados de muestras
en comparacion con los controles

Descripcion: Control positivo y
negativo de FR en latex
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Anexo 13: Certificacion del Centro de Diagnostico Médico
Universidad Facultad
U”L Nacional de la Salud
@ p— deloja Humana

En mi calidad como técnico docente y responsable de lLaboratorio de Centro de
Diagnostico Médico permito certificar que la estudiante egresada de la carrera de
Laboratorio Clinico, Liliana Guisella Contento Zhanay con Cl, 1105595712 con tema de
tesis “ANTIPEPTIDO CITRULINADO EN RELACION AL FACTOR REUMATOIDE PARA LA
DETECCION TEMPRANA DE ARTRITIS REUMATOIDE EN FAMILIARES DE PACIENTES
CONFIRMADOS CON ARTRITIS® proceso inmunoglobulinas de sus 80 muestras en el
periodo comprendido del 28 de marzo hasta 12 de abril del presente afio,

Faculto a la interesada hacer uso de la presente certificacion como a bien tuviere, Lo

certificoen honor a la verdad,

Loja, 16 de agosto de 2022

Lic. Diana Ramoén M,
TECNICO DOCENTE Y RESPONSABLE DE LABORATORIO DE CENTRO DE DIAGNGSTICO
MEDICO

072 -571379 Ext. 102
Calle Manuel Monteros,
tras & Hospial lscro Ayors - Loa - Ecuador
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Anexo 14: Oficio de pertinencia

Universidad Facultad
U” Nacional de la Salud
delLoja Humana

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

1856

Of. Nro. 2022-00169-CLC-FSH-UNL
Loja, 14 de febrero de 2022

Sefiorita

Liiana Guisella Contento Zhanay,

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA FACULTAD DE
LA SALUD HUMANA-UNL.

Ciudad, —

De mi consideracion:

Por medio del presente, me permito correr traslado el Oficio emitido por la Lic, lliana Alicia
Delgado, docente de la Carrera de Laboratorio Clinico, con respeto a la estructura,
coherencia y pertinencia del tema de investigacion: “ANTI-PEPTIDO CITRULINADO EN
RELACION AL FACTOR REUMATOIDE PARA LA DETECCION TEMPRANA DE
ARTRITIS REUMATOIDE EN FAMILIARES DE PACIENTES CONFIRMADOS CON
ARTRITIS"”, de su autoria, con la finalidad de que se siga el proceso, quedando aprobado
el mismo por parte de esta dependencia; y, se continie con el proceso correspondiente de
conformidad alosArt. 225, 226, 227, 228, 229 y 230 del Reglamento de Régimen Académico
de la Universidad Nacicnal de Loja.

Particular que me permito comunica para fines legales pertinentes.

Atentamente,

Bra, Esp. Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.

ce. Archivo
Marla delC. Sakezar L

072 -571379 Ext. )02
Calle Manuel Monteros,

tras ol Hospital lscro Ayora « Lop - Ecuadar
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Anexo 15: Oficio de correccion de redaccién

Universidad Facultad
t{” Naclonal de la Salud
Humana

so0 CARRERA DE LABORATORIO CLINICO
Of. Nro, 2022-0642-CLC-FSH-UNL
Loja, 13 de septiembre de 2022,

Seforita

Liliana Guisela Contento Zhanay

ESTUDIANTE DE LA CARRERA DE LABORATORIO CLINICO DE LA FACULTAD DE
LA SALUD HUMANA.

Ciudad. -

De mi consideracion:

En contestacién al pedido de comeccién de redaccién y cambio de objetivos, tanto general
como especificos, se indica para los fines pertinentes que la peticion es acogida y por tanto
se autoriza los cambios indicados quedando de la siguiente manera;

» Tema: “Diagnostico predictivo de artritis reumatoide en familiares de pacientes
diagnosticados mediante las pruebas de antipéptido citrulinado ciclico y factor
reumatoide”,

OBIETIVO GENERAL

Identificar Jos familiares de pacientes diagnosticados que puedan llegar a poseer
la enfermedad de la artritis reumatoide por medio de la asociaciéon de anticuerpos
antipéptido citrulinado ciclico y factor reumatoide, en el periodo de marzo-abril
del 2022.

Y

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Determinar los anticuerpos antipéptido citrulinado ciclico (ANTI-CCP) en las
muestras sanguineas de los familiares de pacientes diagnosticados.,

v

Demostrar la presencia del factor reumatoide (FR) en las muestras sanguineas
de los familiares de pacientes diagnosticados.

Relacionar los resultados del ANTI-CCP con el FR, y su influencia en el
diagnéstico precoz de artritis reumatoide en la poblacion de estudio.

Particular que comunico para los fines comespondientes.

Atentamente,

Dra Esp Sandra Freire Cuesta,
DIRECTORA DE LA CARRERA DE
LABORATORIO CLINICO-FSH. UNL.

Rede Coer wo
Ao Lk Bara AliclaDelgado y Archvo Secretan ade laCarera
Ekborado por: Marfadel C Salazar L

072 -571379 Ext. W02
Calle Manuel Monteros,
tras ol Hospital lscro Ayora - Log - Eouador
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Anexo 16: Certificado de traduccion

Z FINE-TUNED ENGLISH
' LANGUAGE INSTITUTE

Lideres en la Ensefianza del Inglés

Lic. Carlos Velastequi Aguilar
DOCENTE DE FINE-TUNED ENGLISH CIA.LTDA.

CERTIFICA:

Que el documento aqui compuesto es fiel traduccidn del idioma espafiol al idioma
inglés, del Resumen de Tesis fitulada: "DIAGNOSTICO PREDICTIVO DE
ARTRITIS REUMATOIDE EN FAMILIARES DE  PACIENTES
DIAGNOSTICADOS MEDIANTE LAS PRUEBAS DE ANTIPEPTIDO
CITRULINADO CICLICO Y FACTOR REUMATOIDE", autoria de la Sefiorita
Liliana Guisella Contento Zhanay, con CI. 1105595712, egresada en la Carrera de
Laboratorio Clinico, de la Universidad Nacional de Loja.

Lo certifica en honor a la verdad y autoriza a la interesada, hacer uso del presente
en lo que a sus intereses convenga.

Loja, 12 de octubre (022.
» |

‘\ |\‘ _/:./‘_‘

Al =
Lic-tarlos Velastegui Aguilar
DOCENTE DE FINE-TUNED ENGLISH CIA. LTDA.

wwuw.fte.edu.ec
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