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RESUMEN

Introduccién: Los anticuerpos contra el citoplasma del
neutrofilo se detectan normalmente en pacientes con vasculitis.
Aunque estos anticuerpos pueden estar presentes en un amplio
numero de enfermedades asociadas a estados inflamatorios y
autoinmunes, como la artritis reumatoide, no se ha demostrado
su significado clinico.

Objetivo: evaluar la utilidad de diferentes especificidades
antigénicas de los anticuerpos contra el citoplasma del neutroéfilo
para medir la actividad clinica en pacientes cubanos con artritis
reumatoide.

Material y métodos: Se realizé un estudio transversal con
77 pacientes cubanos con artritis reumatoide. Se determinaron
la velocidad de sedimentacion globular, la proteina C reactiva,
el indicador clinico de actividad de la enfermedad, los
anticuerpos anti-proteinas citrulinadas, el factor reumatoide
y los anticuerpos contra el citoplasma del neutrdfilo frente a
diferentes especificidades antigénicas.

Resultados: La mayor cantidad de pacientes con actividad
clinica elevada (> 5,1) pertenecieron al grupo de pacientes
positivos de anticuerpos contra el citoplasma del neutrdéfilo
(p=0,0364). Los pacientes con anticuerpos anti-lactoferrina
tuvieron mayores valores de actividad clinica (p=0,0304).
Mediante andlisis multivariado se demostré la influencia de
la positividad de anticuerpos anti-lisozima (p=0,0391), de la
positividad doble de los anticuerpos anti-proteinas citrulinadas
y anti-lactoferrina (p=0,0282), asi como de la doble positividad
de los anticuerpos anti-proteinas citrulinadas y anti-elastina
(p=0,0182) en la actividad clinica.

Conclusidn: La presencia de anticuerpos contra el citoplasma
del neutrdéfilo que reconocen las especificidades antigénicas
lisozima, lactoferrina y elastina se relacionan con mayor
actividad clinica en pacientes con artritis reumatoide.
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ABSTRACT

Introduction: Antibodies against neutrophil cytoplasm
are normally detected in patients with vasculitis. Although
these antibodies can be present in a wide number of
diseases associated with inflammatory and autoimmune
conditions such as rheumatoid arthritis, their clinical
significance has not been demonstrated.

Objective: To evaluate the usefulness of different
antigenic specificities of antibodies against neutrophil
cytoplasm to measure the clinical activity in Cuban patients
with rheumatoid arthritis.

Material and Methods: A cross-sectional study was
conducted on 77 Cuban patients with rheumatoid arthritis.
Erythrocyte sedimentation rate, C-reactive protein, the
clinical indicator of disease activity, anti-citrullinated
protein antibodies, rheumatoid factor, and antibodies
against neutrophil cytoplasm against different specificities
were determined.

Results: The largest number of patients with elevated
disease activity (> 5.1) belonged to the group of antibodies
against neutrophil cytoplasm positive patients (p=0.0364).
Patients with anti-lactoferrin antibodies had higher
disease activity values (p=0.0304). Through multivariate
analysis, the influence of positive anti-lysozyme antibodies
(p=0.0391), of double positivity of anti-citrullinated protein
and anti-lactoferrin antibodies (p=0.0282), as well as that
of double positivity of anti-citrullinated protein and anti-
elastin antibodies (p=0.0182) on disease activity were
demonstrated.

Conclusion: The antibodies against neutrophil cytoplasm
that recognize the antigenic specificities of lysozyme,
lactoferrin and elastin are related to higher clinical activity
in patients with rheumatoid arthritis.

Keywords:

Antibodies against neutrophil cytoplasm, rheumatoid
arthritis, clinical activity.
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INTRODUCCION

os anticuerpos contra el citoplasma del neutréfilo (ANCA) reconocen proteinas del citoplasma de los
neutrdfilos y monocitos. Estos anticuerpos son un importante biomarcador de las vasculitis asociadas a ANCA.
Estas vasculitis incluyen la granulomatosis con poliangeitis (GPA) o de Wegener, la poliangeitis microscopica
(PAM) y la granulomatosis con poliangeitis eosinofilica (GPAE), conocida como sindrome de Churg Strauss.!

Solamente dos especificidades antigénicas reconocidas por estos anticuerpos han demostrado valor
clinico para el diagnéstico de las vasculitis asociadas a ANCA. Los pacientes con GPA son predominantemente
ANCA positivos con especificidad por la proteinasa 3 (PR3). Mientras que los pacientes con PAM y GPAE estan
frecuentemente asociados a la positividad de ANCA con especificidad por la mieloperoxidasa (MPO).

Se ha demostrado que los ANCA pueden estar presentes en un amplio nimero de enfermedades asociadas
a estados inflamatorios y autoinmunes ademads de las vasculitis asociadas a ANCA. No obstante, estos
anticuerpos normalmente no tienen reactividad frente a la PR3 y a la MPO.? Entre estas enfermedades se
encuentran enfermedades gastrointestinales autoinmunes, enfermedades del tejido conectivo, infecciones,
enfermedades cancerigenas y vasculitis inducidas por medicamentos.®*® Otras especificidades antigénicas
de ANCA incluyen la elastasa (ELA), lisozima (LIS), lactoferrina (LTF), incrementador de la permeabilidad
bactericida (BPI), catepsina G, betaglucoronidasa, catalasa, alfa enolasa, actina, histonas entre otros."

Algunos autores han sugerido la posible utilidad de los ANCA no solo para el diagndstico de las vasculitis, sino
para evaluar el pronéstico de otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes.® Entre estas enfermedades
se encuentra la artritis reumatoide (AR).

La AR es una enfermedad inflamatoria crénica y multisistémica de causa autoinmune, caracterizada por
inflamacién sinovial.” Su evolucién puede ser muy variable. Algunos pacientes pueden presentar solamente un
proceso oligoarticular de breve duracion y lesiones articulares minimas, mientras que otros progresan hacia la
destruccidn articular y discapacidad.® La actividad clinica de la enfermedad, |la presencia temprana de erosiones
y la positividad de autoanticuerpos son factores utilizados frecuentemente para predecir el tratamiento.®*°

Los anticuerpos contra proteinas citrulinadas y el factor reumatoide (FR) estan incluidos en los criterios de
clasificacion para la AR del nuevo Colegio Americano de Reumatologia/Liga Europea contra el Reumatismo
(ACR/EULAR)."™ Ademds han demostrado su utilidad para evaluar el prondstico de la enfermedad. Sin
embargo se ha observado la presencia de ANCA en pacientes con AR.?'? aunque no se ha demostrado su
significado clinico.

El objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad de diferentes especificidades antigénicas de los ANCA
para medir la actividad clinica de la artritis reumatoide en pacientes cubanos.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio analitico de corte transversal en el periodo de noviembre 2015- abril 2016.

El universo estuvo constituido por todos los pacientes con AR que cumplieron los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia y la Liga Europea contra el Reumatismo,** de ambos sexos, atendidos en una
consulta del Centro de Reumatologia La Habana, Cuba en el periodo estudiado. Se realiz6 un muestreo no
probabilistico donde se incluyeron los pacientes que cumplieron los criterios de inclusidn: diagndstico de AR y
voluntariedad para participar en el estudio. Ademas se excluyeron aquellos pacientes menores de 18 afios, las
gestantes y pacientes con otras enfermedades autoinmunes. La muestra quedd conformada por 77 pacientes.

Recoleccién de los datos y obtencién de las muestras bioldgicas

Los datos se coleccionaron mediante entrevistas individuales realizadas por un especialista en reumatologia.
Se aplico una encuesta en la que se incluyeron datos generales y clinicos de los pacientes.

Se obtuvo una muestra de 5 ml de sangre venosa periférica a partir de puncion venosa, manteniendo las
medidas de asepsia y antisepsia. Las muestras de sangre se mantuvieron a temperatura ambiente en reposo para
facilitar la formacion del coagulo y posteriormente se centrifugaron por 10 minutos a 2000 rpm a temperatura
ambiente para la obtencién del suero. Las muestras de suero fueron almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion.

Definicion operacional de las variables

Las variables demograficas fueron: la variable cualitativa sexo y las variables cuantitativas edad en afios
y duracion de la enfermedad en afios. Las variables indicadoras de actividad de la enfermedad fueron: la
velocidad de sedimentacion globular (VSG) como variable cuantitativa, La proteina C reactiva como variable
cualitativa, la variable cuantitativa indicador clinico de actividad de la enfermedad basado en el conteo de
28 articulaciones (DAS 28) y en la VSG, ademas el nivel del DAS28 fue también analizado como normal, bajo,
moderado y elevado. Los titulos de autoanticuerpos fueron variables cuantitativas y la positividad de estos
autoanticuerpos variables cualitativas.

Determinacion de los indicadores de actividad de la enfermedad

Se determind la VSG de los eritrocitos, en 2 mL de sangre anticoagulada con 0,5 mL de citrato de sodio
(3,8 %), en 1 hora. La proteina C reactiva se determiné mediante la técnica cualitativa de aglutinacion en latex
(Diagnostic Automation/Cortez Diagnostics, EUA). Se calculd el indicador clinico DAS 28. Se considerd el DAS
28 normal (DAS 28<2,6), bajo (DAS 28>2,6 y <3,2), moderado (DAS 28>3,2 y <5,1) y elevado (DAS 28 >5,1).1+13
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Determinacion de autoanticuerpos

Se utilizaron ensayos tipo ELISA cuantitativos para determinar el FR IgM y el FR IgA (Orgentec Diagnostika,
Germany) y los anticuerpos contra péptidos citrulinados de segunda generacion (anti-CCP2, IBL International,
Germany). Para el ensayo anti-CCP2 el valor de corte recomendado fue 30 U/mL y para los ensayos FR IgM y
FR IgA fue 20 U/mL. La determinacion cualitativa de las especificidades antigénicas de ANCA (PR3, MPO, ELA,
LIS, LTF, BPl y catepsina G) también se realiz6 mediante un ELISA cualitativo (Orgentec Diagnostika, Germany).

Analisis de la informacién y procesamiento estadistico

Se utilizaron los programas Statistica 7.0 y EPIDAT 3.1. Las variables cualitativas sexo, proteina C reactiva,
nivel del DAS 28 normal, moderada, bajo y elevado se expresaron como frecuencia y porcentajes, asi como
la presencia de autoanticuerpos FR, Anti-CCP2 y especificidades antigénicas de ANCA se expresaron como
frecuencia y porcentajes. Se calculé el estadigrafo Chi cuadrado, con test exacto de Fisher para frecuencias
inferiores a 5 y se estimd el Odd Ratio (OR) como magnitud de asociacidn. Las variables cuantitativas edad,
duracion de la enfermedad, valor del DAS 28, velocidad de sedimentacién globular, titulos de los anticuerpos
FRy anti-CCP2 con distribucion diferente a la normal se expresaron como mediana y rangos intercuartiles. Se
realizé la comparacién entre grupos con el analisis no paramétrico U de Mann Whitney. Se realizé el analisis
multivariado utilizando el Modelo General Lineal. El nivel de significacion estadistica fue 0,05, para un nivel
de confianza de 95 porciento de confianza y un margen de error de 5 %.

Aspectos éticos

Para el desarrollo de la investigacion se cumplieron los principios enunciados en la Declaracidn de Helsinki
de la Asociacién Médica Mundial.*® Los pacientes brindaron su consentimiento para la participacién en la
investigacion antes de las extracciones de sangre. La investigacion fue aprobada por el comité de ética de la
investigacion del Centro Nacional de Genética Médica.

RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes con AR y su relacién con la presencia de ANCA

En la Tabla 1 se describen los datos demograficos, las caracteristicas clinicas y los anticuerpos patogénicos
FR y anti-CCP2 presentes en los pacientes con AR incluidos en el estudio.

Tabla 1- Caracteristicas demograficas, clinicas y autoanticuerpos, teniendo en cuenta la
presencia de ANCA en los pacientes con AR

Variable ANCA+ (n=29) ANCA - (n=48)
Masculino, n (%) 5(17,2) 9(18,9)
Edad, afios, m (RIQ) 53 (43-63) 49 (41-57)
Duracién de la enfermedad, afios, m (RIQ) 2 (1-10) 3(1-8)
DAS28, m (RIQ) 5,0 (3,2-6,3) 4,5 (3,6-5,2)
Remision: £2.6; n (%) 4 3

Bajo: >2.6-<3.2; n (%) 4 8
Moderado: >3.2-<5.1; n (%) 7(24,1) 25(52,1)
Elevada: >5.1; n (%) 14(48,3) 12 (24,5)
VSG, m (RIQ) 40 (17-69) 23 (13-50)
PCR, n (%) 16 (55,2) 26 (54,2)
Anti-CCP2, m (RIQ) 3,34 (1,0-505,9) 47,3 (22,5-354,0)
Anti-CCP2+, n (%) 12 (41,4) 22 (45,8)

FR IgM, m (RIQ) 33,0 (16,5-121,7) 27,8 (4,1-196,7)
FR I1gM+, n (%) 20 (69,0) 25(52,1)

FR IgA, m (RIQ) 41,7 (21,3-87,6) 24,8 (13,6-85,4)
FR IgA+, n (%) 23(79,3) 28 (58,3)

ANCA: anticuerpos contra el citoplasma del neutrdfilo. DAS 28: indice de actividad de la enfermedad basado en el conteo
de 28 articulaciones, m: mediana, RIC: rango intercuartil, n: cantidad de pacientes, VSG: velocidad de sedimentacién
globular, PCR: proteina C reactiva; FR: factor reumatoide, CCP 2: péptidos citrulinados de segunda generacion.

Se consideraron ANCA+ a aquellos pacientes con anticuerpos frente al menos una especificidad antigénica de los
ANCA (proteinasa 3, mieloperoxidasa, elastasa, lisozima, lactoferrina, incrementador de la permeabilidad bactericida
y catepsina G).
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La mediana del DAS 28 en los pacientes con ANCA frente al menos una especificidad (ANCA+) fue similar
(p=0,2222) al de los pacientes negativos de estos autoanticuerpos (tabla 1). No obstante, la mayor cantidad
de pacientes con DAS 28 elevado (> 5,1) pertenecieron al grupo ANCA positivo (OR= 2,8 (1,1-7,5); p=0,0364).

Relacion entre las especificidades antigénicas de los ANCA vy caracteristicas de los
pacientes con AR

Las especificidades antigénicas estudiadas reconocidas por los ANCA en los pacientes con AR, fueron LTF
(11 pacientes; 14,3 %), ELA (10 pacientes; 13,0 %), LIS (8 pacientes; 10,4 %), catepsina G (8 pacientes; 10,4 %),
PR3 (7 pacientes; 9,1%), BPI (5 pacientes; 6,5 %) y MPO (4 pacientes; 5,2 %).

En la investigacidén se observé que el grupo de pacientes con anticuerpos anti-LTF mostré medianas de
DAS 28, de VSG y de anticuerpos FR IgM e IgA mayores que las del grupo de pacientes seronegativos de
anticuerpos anti-LTF. (Fig.).

La mediana de los titulos de anticuerpos FR IgM y anti-CCP2 fue mayor en el grupo de pacientes con
anticuerpos anti-ELA en comparacién con el grupo de pacientes anti-ELA negativos. Mientras que la mediana
de los titulos de los anticuerpos FR IgM e IgA del grupo de pacientes con anticuerpos anti-LIS fue mayor que
el grupo de pacientes anti-LIS negativos. (Fig.).

De manera similar, tanto el grupo de pacientes con anticuerpos anti-ELA como el grupo de pacientes con
anticuerpos anti-LIS tuvieron menor tiempo de duracion de la enfermedad. (Fig.).

]
Ho
L3 P.d] E 0
& s E ®
:J'.\_" E 50
= 4 Q 40
L] - % = Mediana
1 {1} '
. . . . 16 . .
Anti-LTF+ Anti-LTF- Anti-LTF+ Anti-LTF- L Rango intercuartil
_— 240
5 im I 3 100 T
ﬂ 181 x_ ] 1
5 1an x = 80 e
= s pElie = s =0T
- 120 [ — { N
- \ - \,
= IE]I'- = o N\
£ w0 \ E
ol ]
Anti-L'TF+  Anti-LTF- Anti-LTF+ Anti-LTF-
13 1o 12
- —_—
=g T . : 'E] -1-1m| z 10
E 1 . p=0.0358 5 ml A =z,
= 100 kY - o, Pl 009G - =
80 . o1 340 —|— =326
- \ ] K =~
S0 “ u 40 N H E' 4
4 o 2 5 p=0,0200 -
& 0 — 5" l S<! ra
o < ¥ 0 . )
Anti-ELA+  Anti-ELA- Anti-ELA+  Anti-ELA- Anti-ELA+  Anti-ELA-
380 i i . 8
_ h‘iﬂl T 140 = I
“Sow 1 3 1 .3 1
= \, E R
o 100 x\ 5w | _-E- g5/
- B0 ", = 80 " E m3 p=0.043
- hY - L p=i 0314 = = /
B 6D \ ep G0 it g2, I
= 0 p=0,0314", - LE” .
g i g -, =5 /
= o . = L] ag! "
ol i ol i i i “
Anti-LIS +  Anti-LIS - Anti-LIS +  Anti-LIS - Anti-LIS +  Anti-LIS -

Fig.- Analisis de los titulos de anticuerpos y las caracteristicas clinicas de los pacientes con AR, teniendo en cuenta
las especificidades antigénicas de ANCA, mediante la prueba de Mann Whitney.

DAS 28: indice de actividad de la enfermedad basado en el conteo de 28 articulaciones, VSG: velocidad de sedimentacién globular, FR: factor

reumatoide, CCP 2: péptidos citrulinados de segunda generacion, LTF: lactoferrina. ELA: elastasa. LIS: lisozima. Solo se muestran los resultados con
diferencias significativas (p<0,05).
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Influencia de las especificidades antigénicas de los ANCA sobre la actividad clinica
mediante analisis multivariado

El analisis multivariado mostré los ANCA que influyeron en la actividad clinica determinada por el DAS 28
en los pacientes con AR. (Tabla 2).

Tabla 2- Influencia de los ANCA en el DAS 28 de los pacientes con AR, mediante analisis
multivariado utilizando el Modelo General Lineal

Variables Beta t p
Intercepto - 3.89 0.0003**
Concentracion de FR IgM 0,07 0.42 0.6769
Concentracién de FR IgA -0,12 -0.63 0.5305
Duracion de la enfermedad 0,01 0.09 0.9281
VSG 0,60 5.00 <0.0001**
Concentracion Anti-CCP2 0,13 0.93 0.3569
FR IgM+ -0,45 -1.21 0.2311
FR IgA+ 0,14 0.43 0.6704
Anti-CCP2+ 0,49 1.39 0.1712
Anti-LTF+ -0,39 -1.21 0.2316
Anti-ELA+ -0,58 -1.76 0.0832
Anti-LIS+ 0,59 2.11 0.0391**
FR IgM+ y FR IgA+ -0,09 -0.55 0.5867
FR IgM+ y Anti-CCP2+ 0,09 0.59 0.5602
FR IgA+y Anti-CCP2+ 0,22 1.00 0.3216
FR IgM+ y Anti-LTF+ -0,26 -1.04 0.3025
FR IgA+ y Anti-LTF+ -0,19 -0.56 0.5749
Anti-CCP2+ y Anti-LTF+ 0,38 2.25 0.0282**
FR IgM+ y Anti-ELA+ 0,28 0.69 0.4908
Anti-CCP2+ y Anti-ELA+ -0,42 -2.43 0.0182**
Anti-LTF+y Anti-ELA+ 0,16 1.27 0.2104
Anti-CCP2+ y Anti-LTF+ y Anti-ELA+ 0,04 0.23 0.8158
Correlacion del modelo total R=0,78; p< 0,0001**

DAS 28: indice de actividad de la enfermedad basado en el conteo de 28 articulaciones, VSG: velocidad de
sedimentacion globular, FR: factor reumatoide, CCP 2: péptidos citrulinados de segunda generacion, LIS: lisozima,
LTF: lactoferrina, ELA: elastasa, R: coeficiente de correlacion. ** Diferencias significativas (p<0,05).

Las variables que no se muestran no cumplieron el chequeo de tolerancia y no se analizaron en el modelo.

El papel que desempeiian la VSG, la duracién de la enfermedad y los anticuerpos FR y anti-CCP2 también
fue analizado en el modelo de prediccion. (Tabla 2).

El Modelo General Lineal utilizado mostré una correlacién positiva. (Tabla 2).

Los resultados muestran la influencia de la positividad de anticuerpos anti-LYS en el DAS 28, con la mayor
contribucidn relativa sobre la prediccidn total (Beta=0,59). Ademas se demostro la influencia de la positividad
doble de los anticuerpos anti-CCP2 y anti-LTF sobre el DAS 28, asi como de la doble positividad de los
anticuerpos anti-CCP2 y anti-ELA (Tabla 2). La VSG también demostré una influencia significativa en el modelo
de prediccion.

DISCUSION

Uno de los hallazgos mas importantes de esta investigacion es el significado clinico de los ANCA observados
en los pacientes cubanos con AR. Los resultados obtenidos muestran la relacién del fenotipo clinico de los
pacientes con AR de acuerdo con la presencia de ANCA frente al menos uno de los antigenos estudiados
(Tabla 1).
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En un estudio previo, se demostrd la presencia de ANCA determinados mediante inmunofluorescencia
indirecta en pacientes cubanos con AR, a una frecuencia inferior (13,1 %), que la observada en el presente
estudio (37,7 %). Estos investigadores utilizaron el método de ELISA para 7 especificidades antigénicas (PR3,
MPO, ELA, LIS, LTF, BPI y catepsina G).?

Por otra parte, Kida y cols. observaron un 24 % de positividad para ANCA determinados por ELISA
para 5 especificidades antigénicas (PR3, MPO, ELA, LTF, y catepsina G) en pacientes japoneses con AR.
Ademas relacionaron su asociacién con una mayor afectacién articular.*? Los anticuerpos anti-LTF fueron
los observados en mayor frecuencia (16,8 %), de manera similar a los resultados obtenidos en esta
investigacién (14,3 %).

Se considera que la LTF puede ser una diana antigénica de los ANCA en pacientes con enfermedades
autoinmunes del tejido conectivo como la AR.*> La LTF es secretada durante la activacién de los neutréfilos
y desempefia un papel fundamental como supresor endégeno para la formacion de las trampas extracelulares
del neutrofilo (TEN) liberadas durante este proceso.*>*” Evidencias acumuladas indican la relacién de las TEN
con la inflamacidn, la pérdida de la tolerancia inmunoldgica y el desencadenamiento de la autoinmunidad en
|a AR.(IS’IQ'ZO)

Las TEN liberan fibras de cromatina con ADN e histonas, ademas de las proteinas granulares
citoplasmaticas como la PR3, MPO, ELA, LIS, LTF, BPI y catepsina G, durante la muerte celular programada
del neutroéfilo.® La citrulinacidn es un importante paso en la formacién de las TEN, durante la cual estas
proteinas son citrulinadas y reconocidas por anticuerpos. Por esta razon la formacion de NET constituye
una fuente de autoantigenos en la AR.?%

De los ANCA determinados, los anticuerpos anti-LTF, anti-ELA, anti-LIS, se asociaron a mayores titulos de
los anticuerpos con valor patogénico demostrado en la AR (FR y anti-CCP2) (Fig.). Ademas en el caso de
los anticuerpos anti-LTF se asociaron a mayor actividad clinica. Estas tres especificidades de ANCA también
demostraron su influencia en la actividad clinica de la enfermedad mediante analisis multivariado. (Tabla 2).

Los pacientes con AR incluidos en este estudio no presentaron manifestaciones de vasculitis. La asociacion
entre las vasculitis y la AR no es frecuente, no obstante existen reportes de casos.?“?? Es importante sefialar,
que los ANCA que reconocen las especificidades antigénicas PR3 y MPO, caracteristicas de las vasculitis
dependientes de ANCA no fueron las mds frecuentes en esta investigacion.

Una limitacién de este estudio es el disefio metodoldgico transversal, por lo que es recomendable
corroborar estos resultados en otras poblaciones en estudios longitudinales. Ademas seria de gran utilidad
realizar el andlisis de la influencia de estos anticuerpos con el dafio estructural en la AR.

CONCLUSIONES

Los ANCA que reconocen las especificidades antigénicas LIS, LTF y ELA influyen en la actividad clinica de
pacientes con ARy pudieran ser una herramienta Util en esta enfermedad. Estos estudios deben ser extendidos
a otras poblaciones de pacientes con AR.
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