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    Los an�cuerpos an�-citoplasma 

de neutrófilos (ANCA) fueron detectados 

por primera vez en 1982, asociados a 

glomerulonefri�s y enfermedades sisté-

micas. Se encuentran involucrados en la 

patogénesis de las diferentes formas de 

vasculi�s autoinmunes y son marcadores 

serológicos muy ú�les para el diagnós�co 

y control evolu�vo de determinadas 

formas de vasculi�s sistémicas. En el 

siguiente trabajo un equipo de profesio-

nales del Sector de Autoinmunidad de 

Laboratorio MANLAB nos describe la 

importancia en la evaluación de ANCA en 

el laboratorio, del grado de concordancia 

entre dis�ntos operadores y entre las 

dis�ntas marcas de improntas.
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Introducción

 Las vasculi�s comprenden una 

serie de enfermedades que �enen en común 

la presencia de inflamación, necrosis e 

infiltración de la pared vascular. Los vasos 

afectados pueden ser de cualquier tamaño y 

localizarse en diferentes órganos o sistemas. 

Las lesiones vasculares son más frecuentes 

en riñón, pulmón y piel. Como consecuencia 

de la inflamación se produce una dismi-

nución del flujo vascular o incluso una 

interrupción completa del mismo. La 

afección inflamatoria difusa vascular 

determina la aparición de síntomas 

generales (fiebre, astenia, pérdida de peso, 

etc.) y el desarrollo de manifestaciones 

clínicas locales como consecuencia de la 

isquemia o el infarto visceral por oclusión de 

los vasos (síntomas neurológicos, dolor 

abdominal, compromiso renal, etc.). En 

función de la localización de los vasos 

afectados, su diferente tamaño y los 

dis�ntos hallazgos histológicos de la biopsia 

(en la que predominará la lesión necrosante 

o la granulomatosa) se pueden iden�ficar 11 

�pos dis�ntos de vasculi�s. El diagnós�co de 

vasculi�s sistémica se basa en la evaluación 

clínica asociada a los resultados de 

laboratorio. A par�r de la descripción de los 

an�cuerpos an�-citoplasma de neutrófilo 

(ANCA) se ha prestado mayor atención a su 

u�lidad en el diagnós�co y su rol en la 

patogenia de las vasculi�s sistémicas.  Se 

demostró que los ANCA �enen un rol 

importante en la clasificación de las 

vasculi�s sistémicas que están fuertemente 

asociadas a su presencia, como la granu-

lomatosis de Wegener, la poliangei�s 

microscópica, el síndrome de Churg Strauss y 

la granulomatosis rápidamente progresiva 

(1). Además de vasculi�s, los ANCA también 

se encuentran presentes en otras situa-

ciones clínicas, como en una gran variedad 

de desórdenes inflamatorios como la 

polimialgia reumá�ca, el síndrome de 

hipereosinofilia, la coli�s ulcerosa, la artri�s 

crónica juvenil, el síndrome Sjögren, la 

sarcoidosis, y las enfermedades intes�nales 

inflamatorias crónicas (2). Los ANCA están 

presentes entre el 50% y el 70% de los 

pacientes con coli�s ulcerosa, entre el 10% y 

el 30% de los pacientes con enfermedad de 

Crohn, en el 90% de los pacientes con 

hepa��s autoinmune �po 1, en el 90% de los 

pacientes con síndrome de Felty y en el 30% 

de los pacientes con artri�s reumatoidea 

ac�va (3). El diagnós�co de la coli�s ulcerosa 

y de la enfermedad de Crohn se realiza 

principalmente en base a criterios clínicos, 

radiológicos, endoscópicos e histológicos 

pero entre el 10% y el 15% de los pacientes 

no  cumplen con estos  cr i ter ios  de 

diagnós�co. Se sabe además que los ANCA 

son más frecuentes en la coli�s ulcerosa 

aunque la determinación aislada de ANCA 

no resulta ú�l para diferenciar entre ambas 

patologías intes�nales, pero la combinación 

d e  l o s  A N C A  m á s  l a  d e te c c i ó n  d e 

an�cuerpos an� Saccharomyces cerevisiae 

(ASCA) ayuda a diferenciar entre una y otra 

patología (3).

 Los ANCA también desempeñan 

un rol importante en el seguimiento de la 

granulomatosis de Wegener. Los pacientes 

que padecen la enfermedad en forma ac�va 

presentan �tulos mayores que aquellos en 

remisión y la presencia de ANCA está 

relacionada con la recaída de vasculi�s 

sistémicas. Algunos autores consideran que 

el aumento del �tulo de ANCA es indica�vo 

de la recaída inminente de la enfermedad. 

Sin embargo para otros, el cambio en el �tulo 

de ANCA carece de valor pronós�co (1).

 Con respecto a la especificidad de 

los ANCA, se sabe que estos an�cuerpos 

están dirigidos contra an�genos que se 

encuentran en los gránulos citoplasmá�cos 

de los neutrófilos y monocitos.

 El  método estándar para la 

detección de ANCA es la inmunofluores-

cencia indirecta (IFI) que u�liza neutrófilos 

humanos fijados con etanol. Los patrones 

que se pueden iden�ficar por este método 

son: 

c-ANCA: patrón clásico de fluorescencia 

citoplasmá�ca con acentuación central o 

interlobular.

c-ANCA a�pico: patrón difuso o “flat”, sin 

acentuación interlobular. 

p-ANCA: patrón perinuclear, con o sin 

extensión nuclear. Esto se debe a que la 

visualización de la extensión nuclear 

depende de los neutrófilos u�lizados como 

sustrato, de la intensidad de fluorescencia y 

de la experiencia del observador (3).

ANCA a�pico: incluye todos los otros 

patrones IFI de reac�vidad específica para 

neutrófilos o monocitos. Con frecuencia se 

trata de una combinación de fluorescencia 

citoplasmá�ca y perinuclear.

 La fijación con etanol de los 

neutrófilos produce desorganización de las 

membranas de gránulos que con�enen 

an�genos ca�ónicos, principalmente 

mieloperoxidosa (MPO) y elastasa los cuales 

migran al núcleo. Este fenómeno conduce a 

la generación del patrón p-ANCA. Existen 

varios an�genos que pueden dar lugar al 

patrón p-ANCA, como por ejemplo la 

lactoferrina, la catepsina G, la proteína 

movilizadora de iodo (BPI), entre otros; 

aunque la mayoría de los p-ANCA se deben 

autoan�cuerpos dir ig idos contra la 

mieloperoxidasa (MPO). El patrón c-ANCA 

se produce principalmente por an�cuerpos 

dirigidos contra una serina proteasa 

presente en los gránulos azurófilos de los 

neutrofilos, llamada proteinasa 3 (PR3). La 

PR3 al ser un an�geno aniónico no se ve 

afectado por la fijación con etanol y 

permanece en el citoplasma. El patrón c-

ANCA a�pico usualmente presenta especi-

ficidad por la proteína incrementadora de la 

permeabilidad bacteriana; lo que explicaría 

su presencia en infecciones crónicas y en 

enfermedades inflamatorias crónicas (3). 

Los patrones c-ANCA y c-ANCA a�pico 

pueden confundirse. La presencia  de 

an�cuerpos an�-PR3 puede muchas veces 

dis�nguir un paciente con granulomatosis de 

Wegener de pacientes con enfermedad 

intes�nal crónica u otras enfermedades 

autoinmunes (3). La fijación con formalina 

produce un entrecruzamiento de los 

an�genos con otras proteínas citoplas-

má�cas impidiendo su migración. (4, 5). 

Idealmente se recomienda la detección 

conjunta de ANCA por inmunofluorescencia 
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indirecta y la presencia de an�cuerpos para 

cada uno de los an�genos involucrados. Su 

determinación conjunta aumenta la 

sensibilidad y especificdad de la prueba. (5, 

6). Se sugiere también la detección de 

an�cuerpos an�-nucleares  (AAN) por IFI 

que pudieran enmascarar un patrón p-

ANCA. 

 El método de inmunofluorecencia 

para la detección de ANCA es una técnica 

cuyos resultados son, en cierta medida, 

subje�vos. Un factor importante que incide 

en los resultados es la calidad de las 

improntas para la iden�ficación de cada uno 

de los patrones, lo que es mo�vo de 

discusiones y controversias entre dis�ntos 

expertos del área (7). La variabilidad en los 

patrones de ANCA no necesariamente se 

debe a una mala interpretación del 

observador sino que puede deberse a otros 

factores técnicos (7). 

 Cabe destacar que la evaluación 

de la presencia de ANCA no debe realizarse 

de ru�na sino que debe estar acompañada 

de la evaluación clínica. En algunos casos 

donde el diagnós�co es dificultoso, la 

evaluación debe realizarse junto con una 

biopsia del tejido involucrado (1). Teniendo 

en cuenta lo anterior los obje�vos de este 

trabajo fueron:

- Comparar los resultados obtenidos con 

dis�ntas marcas comerciales disponibles de 

improntas para la detección de an�cuerpos 

an�-citoplasma de neutrofilos (ANCA).

- Evaluar el grado de concordancia entre 

dis�ntos operadores y entre las dis�ntas 

marcas de improntas.

- Evaluar el grado de concordancia entre las 

dis�ntas marcas de improntas con la 

determinación de Mieloperoxidasa (MPO) y 

Proteinasa 3 (PR3) por ELISA.

Materiales y métodos

 Se u�lizaron muestras de pacien-

tes tomadas al azar y deiden�ficadas. Cada 

una de las muestras fue analizada por 

inmunofluorescencia indirecta para la 

detección de an�cuerpos an�-citoplasma de 

neutrófilos fijados con etanol y con 

formalina. Se u�lizaron dos marcas de 

improntas: INOVA e IMMCO. Esta úl�ma en 

dos presentaciones: una en la que los 

neutrófilos 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 

u � l i zó  u n  a n� s u ero  d e  ca b ra  a n� -

inmunoglobulina humana total marcada con 

iso�ocianato de fluoresceína (F I TC, 

Biocien�fica) en una dilución 1/250 en PBS. 

Las muestras (n=17) se procesaron en una 

dilución 1/20 en PBS (Laboratorio IFI). 

Además, en cada una de las muestras se 

evaluó la  presencia  de an�cuerpos 

a n� n u c l e a re s  ( A A N )  q u e  p u d i e ra n 

enmascarar un patrón p –ANCA. 

  Los ANA se evaluaron en impron-
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tas de células Hep2000 (Immunoconcepts) 

empleando un an�suero de cabra an�- 

inmunoglobulina G humana marcada con 

FITC. Los sueros se procesaron en una 

di lución 1/80.  Las muestras fueron 

o b s e r va d a s  e  i n t e r p re ta d a s  p o r  3 

operadores diferentes. Un cuarto operador 

procesó las muestras en orden diferente 

para cada una de las tres marcas evaluadas. 

La observación de los ANCA se realizó en un 

microscopio de fluorescencia con lámpara 

LED PRIMO STAR (Zeiss). 

 La determinación de MPO y PR3 

se realizó mediante dos ELISAs comerciales 

(Orgentec) siguiendo las indicaciones del 

fabricante.

 Junto con las muestras analizadas 

para el trabajo también se procesaron 

controles de calidad posi�vos y nega�vos.

Resultados y discusión

 A par�r de la muestras analizadas 

(n= 17) se obtuvo un 53% de concordancia 

entre los operadores y las dis�ntas marcas 

de improntas comerciales u�lizadas.

 Las tres marcas coincidieron en el 

patrón observado (c-ANCA, p-ANCA, 

nega�vo 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 patrón o en el operador) se obtuvieron 

los resultados que se especifican en la Tabla 

1. Con las improntas IMMCO SIMPLE la 

observación fue más dificultosa debido a 

una baja relación citoplasma: núcleo, 

observándose también mayor fluorescencia 

inespecífica. Teniendo en cuenta aquellas 

muestras donde hubo coincidencia entre los 

3 operadores se evaluó si coincidían los 

patrones de ANCA observados con el 

an�geno MPO o PR3 (Tabla 2). Como se 

mencionó anteriormente el patrón p-ANCA 

se debe a la presencia de an�cuerpos an�- 

MPO principalmente y el patrón c-ANCA 

debido a los an�cuerpos an�-PR3. En 

aquellas muestras donde hubo coincidencia 

entre los tres operadores y las tres marcas de 

improntas (6/9, 67%) se mantuvo la relación 

MPO – p-ANCA y PR3-c-ANCA. En una de 

ellas se observó un patrón p-ANCA pero no 

se detectó la presencia de an�cuerpos an�-

MPO ni an�-PR3 lo cual puede deberse a la 

presencia de an�cuerpos an�-lactoferrina, 

catepsina G o BPI los cuales no fueron 

evaluados. En una muestra no se observó 

ningún patrón p- o c-ANCA pero si se 

detectaron an�cuerpos an�-PR3 lo cual 

podría deberse a pequeñas diferencias en la 

especificidad y sensibilidad entre IFI y ELISA. 

Como conclusión final del trabajo se 

recomienda la sucesiva determinación de 

ANCA en el mismo laboratorio debido a la 

variabilidad interobservador como así 

también la u�lización de la misma marca de 

improntas para evitar variabilidad debido a 

cambios en las mismas. 

Tabla 2: Resultados de MPO y PR3 
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Tabla 1: Resultados de ANCA discrepantes obtenidos con las diferentes marcas de improntas y operadores


