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g< Los anticuerpos anti-citoplasma
de neutréfilos (ANCA) fueron detectados
por primera vez en 1982, asociados a
glomerulonefritis y enfermedades sisté-
micas. Se encuentran involucrados en la
patogénesis de las diferentes formas de
vasculitis autoinmunes y son marcadores
serolégicos muy Utiles para el diagndstico
y control evolutivo de determinadas
formas de vasculitis sistémicas. En el
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Introduccién

Las vasculitis comprenden una
serie de enfermedades que tienen en comun
la presencia de inflamaciéon, necrosis e
infiltracion de la pared vascular. Los vasos
afectados pueden ser de cualquier tamaioy
localizarse en diferentes 6rganos o sistemas.
Las lesiones vasculares son mas frecuentes
en rindn, pulmon y piel. Como consecuencia
de la inflamacién se produce una dismi-
nucion del flujo vascular o incluso una
interrupciéon completa del mismo. La
afeccién inflamatoria difusa vascular
determina la aparicién de sintomas
generales (fiebre, astenia, pérdida de peso,
etc.) y el desarrollo de manifestaciones
clinicas locales como consecuencia de la
isquemia o el infarto visceral por oclusion de
los vasos (sintomas neuroldgicos, dolor
abdominal, compromiso renal, etc.). En
funcién de la localizaciéon de los vasos
afectados, su diferente tamafio y los
distintos hallazgos histoldgicos de la biopsia
(en la que predominara la lesién necrosante
o la granulomatosa) se pueden identificar 11
tipos distintos de vasculitis. El diagndstico de
vasculitis sistémica se basa en la evaluacién
clinica asociada a los resultados de
laboratorio. A partir de la descripcién de los
anticuerpos anti-citoplasma de neutrdfilo
(ANCA) se ha prestado mayor atencién a su
utilidad en el diagndstico y su rol en la
patogenia de las vasculitis sistémicas. Se
demostré que los ANCA tienen un rol
importante en la clasificacién de las
vasculitis sistémicas que estan fuertemente
asociadas a su presencia, como la granu-
lomatosis de Wegener, la poliangeitis
microscopica, el sindrome de Churg Straussy
la granulomatosis rapidamente progresiva
(1). Ademas de vasculitis, los ANCA también
se encuentran presentes en otras situa-
ciones clinicas, como en una gran variedad
de desdrdenes inflamatorios como la
polimialgia reumdtica, el sindrome de
hipereosinofilia, la colitis ulcerosa, la artritis
cronica juvenil, el sindrome Sjogren, la
sarcoidosis, y las enfermedades intestinales
inflamatorias crénicas (2). Los ANCA estan
presentes entre el 50% y el 70% de los

pacientes con colitis ulcerosa, entre el 10% y
el 30% de los pacientes con enfermedad de
Crohn, en el 90% de los pacientes con
hepatitis autoinmune tipo 1, en el 90% de los
pacientes con sindrome de Felty y en el 30%
de los pacientes con artritis reumatoidea
activa (3). El diagndstico de la colitis ulcerosa
y de la enfermedad de Crohn se realiza
principalmente en base a criterios clinicos,
radiolégicos, endoscépicos e histoldgicos
pero entre el 10% y el 15% de los pacientes
no cumplen con estos criterios de
diagndstico. Se sabe ademds que los ANCA
son mas frecuentes en la colitis ulcerosa
aunque la determinacién aislada de ANCA
no resulta util para diferenciar entre ambas
patologias intestinales, pero la combinacion
de los ANCA mads la detecciéon de
anticuerpos anti Saccharomyces cerevisiae
(ASCA) ayuda a diferenciar entre una y otra
patologia (3).

Los ANCA también desempefian
un rol importante en el seguimiento de la
granulomatosis de Wegener. Los pacientes
que padecen la enfermedad en forma activa
presentan titulos mayores que aquellos en
remisién y la presencia de ANCA estd
relacionada con la recaida de vasculitis
sistémicas. Algunos autores consideran que
el aumento del titulo de ANCA es indicativo
de la recaida inminente de la enfermedad.
Sinembargo para otros, el cambio en el titulo
de ANCA carece de valor prondstico (1).

Con respecto a la especificidad de
los ANCA, se sabe que estos anticuerpos
estan dirigidos contra antigenos que se
encuentran en los granulos citoplasmaticos
de los neutrdfilos y monocitos.

El método estandar para la
deteccion de ANCA es la inmunofluores-
cencia indirecta (IFl) que utiliza neutrdfilos
humanos fijados con etanol. Los patrones
que se pueden identificar por este método
son:

c-ANCA: patrén clasico de fluorescencia
citoplasmatica con acentuacidn central o

interlobular.

c-ANCA atipico: patrén difuso o “flat”, sin

acentuaciéninterlobular.

p-ANCA: patrén perinuclear, con o sin
extension nuclear. Esto se debe a que la
visualizacién de la extensidén nuclear
depende de los neutréfilos utilizados como
sustrato, de la intensidad de fluorescencia y
de laexperiencia del observador (3).

ANCA atipico: incluye todos los otros
patrones IFI de reactividad especifica para
neutrdéfilos o monocitos. Con frecuencia se
trata de una combinacién de fluorescencia
citoplasmaticay perinuclear.

La fijacién con etanol de los
neutrdfilos produce desorganizacién de las
membranas de granulos que contienen
antigenos cationicos, principalmente
mieloperoxidosa (MPO) y elastasa los cuales
migran al nucleo. Este fendmeno conduce a
la generacion del patron p-ANCA. Existen
varios antigenos que pueden dar lugar al
patron p-ANCA, como por ejemplo la
lactoferrina, la catepsina G, la proteina
movilizadora de iodo (BPI), entre otros;
aunque la mayoria de los p-ANCA se deben
autoanticuerpos dirigidos contra la
mieloperoxidasa (MPO). El patrén c-ANCA
se produce principalmente por anticuerpos
dirigidos contra una serina proteasa
presente en los granulos azurdfilos de los
neutrofilos, llamada proteinasa 3 (PR3). La
PR3 al ser un antigeno anidnico no se ve
afectado por la fijacién con etanol y
permanece en el citoplasma. El patrén c-
ANCA atipico usualmente presenta especi-
ficidad por la proteina incrementadora de la
permeabilidad bacteriana; lo que explicaria
su presencia en infecciones crénicas y en
enfermedades inflamatorias crénicas (3).
Los patrones c-ANCA y c-ANCA atipico
pueden confundirse. La presencia de
anticuerpos anti-PR3 puede muchas veces
distinguir un paciente con granulomatosis de
Wegener de pacientes con enfermedad
intestinal crénica u otras enfermedades
autoinmunes (3). La fijacién con formalina
produce un entrecruzamiento de los
antigenos con otras proteinas citoplas-
maticas impidiendo su migracién. (4, 5).
Idealmente se recomienda la deteccién
conjunta de ANCA por inmunofluorescencia



indirecta y la presencia de anticuerpos para
cada uno de los antigenos involucrados. Su
determinacion conjunta aumenta la
sensibilidad y especificdad de la prueba. (5,
6). Se sugiere también la deteccion de
anticuerpos anti-nucleares (AAN) por IFI
que pudieran enmascarar un patrén p-
ANCA.

El método de inmunofluorecencia
para la deteccion de ANCA es una técnica
cuyos resultados son, en cierta medida,
subjetivos. Un factor importante que incide
en los resultados es la calidad de las
improntas para la identificacion de cada uno
de los patrones, lo que es motivo de
discusiones y controversias entre distintos
expertos del drea (7). La variabilidad en los
patrones de ANCA no necesariamente se
debe a una mala interpretacion del
observador sino que puede deberse a otros
factorestécnicos (7).

Cabe destacar que la evaluacién
de la presencia de ANCA no debe realizarse
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de rutina sino que debe estar acompaiiada
de la evaluacién clinica. En algunos casos
donde el diagndstico es dificultoso, la
evaluacién debe realizarse junto con una
biopsia del tejido involucrado (1). Teniendo
en cuenta lo anterior los objetivos de este
trabajo fueron:

- Comparar los resultados obtenidos con
distintas marcas comerciales disponibles de
improntas para la deteccién de anticuerpos
anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA).

- Evaluar el grado de concordancia entre
distintos operadores y entre las distintas
marcas de improntas.

- Evaluar el grado de concordancia entre las
distintas marcas de improntas con la
determinaciéon de Mieloperoxidasa (MPO) y
Proteinasa 3 (PR3) por ELISA.

Materiales y métodos

Se utilizaron muestras de pacien-

tes tomadas al azar y deidentificadas. Cada
una de las muestras fue analizada por
inmunofluorescencia indirecta para la
deteccidn de anticuerpos anti-citoplasma de
neutrofilos fijados con etanol y con
formalina. Se utilizaron dos marcas de
improntas: INOVA e IMMCO. Esta ultima en
dos presentaciones: una en la que los
neutrofilos fijados con etanol y formalina se
encuentran en el mismo portaobjetos
(IMMCO DOBLE) y otra en la que se
encuentra en portaobjetos separados
(IMMCO SIMPLE). Como conjugado se
utilizé un antisuero de cabra anti-
inmunoglobulina humana total marcada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC,
Biocientifica) en una dilucién 1/250 en PBS.
Las muestras (n=17) se procesaron en una
diluciéon 1/20 en PBS (Laboratorio IFI).
Ademas, en cada una de las muestras se
evalud la presencia de anticuerpos
antinucleares (AAN) que pudieran
enmascarar un patrén p—ANCA.

Los ANA se evaluaron en impron-
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tas de células Hep2000 (Immunoconcepts)
empleando un antisuero de cabra anti-
inmunoglobulina G humana marcada con
FITC. Los sueros se procesaron en una
dilucién 1/80. Las muestras fueron
observadas e interpretadas por 3
operadores diferentes. Un cuarto operador
procesd las muestras en orden diferente
para cada una de las tres marcas evaluadas.
La observacion de los ANCA se realizd en un
microscopio de fluorescencia con lampara
LED PRIMO STAR (Zeiss).

La determinacién de MPO y PR3
se realiz6 mediante dos ELISAs comerciales
(Orgentec) siguiendo las indicaciones del
fabricante.

Junto con las muestras analizadas
para el trabajo también se procesaron
controles de calidad positivos y negativos.

Resultados y discusion

A partir de la muestras analizadas
(n=17) se obtuvo un 53% de concordancia
entre los operadores y las distintas marcas
deimprontas comerciales utilizadas.

Las tres marcas coincidieron en el
patron observado (c-ANCA, p-ANCA,
negativo o indeterminado) en el operador 1
en un 71% (12/17), en el operador 2 en un
59% (10/17) y en el operador 3 en un 76%
(13/17). En aquellas muestras en las que no
hubo coincidencia entre las 3 marcas (ya sea
en el patrén o en el operador) se obtuvieron
los resultados que se especifican en la Tabla
1. Con las improntas IMMCO SIMPLE la
observacién fue mas dificultosa debido a
una baja relacion citoplasma: nucleo,
observandose también mayor fluorescencia
inespecifica. Teniendo en cuenta aquellas
muestras donde hubo coincidencia entre los
3 operadores se evalud si coincidian los
patrones de ANCA observados con el
antigeno MPO o PR3 (Tabla 2). Como se
menciond anteriormente el patrén p-ANCA
se debe a la presencia de anticuerpos anti-
MPO principalmente y el patrén c-ANCA
debido a los anticuerpos anti-PR3. En
aquellas muestras donde hubo coincidencia
entre los tres operadoresy las tres marcas de
improntas (6/9, 67%) se mantuvo la relacidn

MPO — p-ANCA y PR3-c-ANCA. En una de
ellas se observé un patrén p-ANCA pero no
se detectd la presencia de anticuerpos anti-
MPO ni anti-PR3 lo cual puede deberse a la
presencia de anticuerpos anti-lactoferrina,
catepsina G o BPI los cuales no fueron
evaluados. En una muestra no se observo
ninglin patréon p- o c-ANCA pero si se
detectaron anticuerpos anti-PR3 lo cual
podria deberse a pequeiias diferencias en la
especificidad y sensibilidad entre IFly ELISA.
Como conclusién final del trabajo se
recomienda la sucesiva determinacién de
ANCA en el mismo laboratorio debido a la
variabilidad interobservador como asi
también la utilizacion de la misma marca de
improntas para evitar variabilidad debido a
cambios enlas mismas.
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Tabla 1: Resultados de ANCA discrepantes obtenidos con las diferentes marcas de improntas y operadores
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