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RESUMEN

La Artritis Reumatoidea (A.R.) es una enfermedad inflamatoria crénica que cursa con manifestaciones articulares
y extra-articulares, presentando manifestaciones vasculiticas. Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (AACN)
constituyen en la actualidad marcadores serolégicos de gran valor en las vasculitis. En la A.R. se han reportado
en un 40% y con predominio del patrén p AACN. En nuestro estudio nos propusimos determinar la presencia de
AACN en pacientes con A.R. y comparar los hallazgos clinicos y de laboratorio en pacientes AACN positivos y
AACN negativos. Determinamos por inmunofluorescencia indirecta la presencia de AACN en el suero de 160
pacientes con una positividad de 18.75% correspondiendo todos los casos al patron p AACN y encontrandose que
los mismos presentaban mas actividad de su enfermedad. Sugerimos la necesidad de ampliar la muestra estudia-
da y definir la probable importancia de estos anticuerpos en el prondstico de la A.R..

INTRODUCCION

Los AACN son autoanticuerpos que recono-
cen componenetes de los granulos primarios de
neutrdfilos y lisosomas de los monocitos y tienen di-
ferentes especificidades antigénicas, por enzimas
lisosomales mieloides: proteinasas (PR3) y
mieloperoxidasa (MPO), fundamentalmente

tes antigénicas (4) y por radioinmunoensayo (RIA)
(5). Se clasifican de acuerdo al patrén de [FI y se
observan tres patrones fundamentales: citoplasmatico
(c AACN), perinuclear (p AACN) y atipico (x
AACN) (2).

involucradas en la destruccion mediada por neutréfilos
(1,2).

Comunmente son detectados por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (3), métodos
inmunoenzimaticos (ELISA) usando diferentes fuen-
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En el patron de c AACN el autoanticuerpo re-
conoce a la PR 3, que es una glicoporteina de 29 Kd
localizada en los granulos azurdfilos de los neutrdfilos
y se asocia a la granulomatosis de Wegener. Por su
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parte, en el patron p AACN el autoanticuerpo esté
dirigido contra la MPO y se han descrito otras
especificidades como para la elastasa leucocitica hu-
mana, lactoferritina de los monocitos y catepsinas G.
Esta presente fundamentalmente en afecciones limi-
tadas al rifién como: glomerulonefritis rapidamente
progresiva, enfermedades reumaticas fundamental-
mente A.R., enfermedad de Kawasaki, mielodisplasia,
Sida entre otras (6,7). Sin embargo, en el patron x
AACN se incluyen patrones atipicos para los que no
han sido definidos especificidades antigénicas hasta
estos momentos (2).

Enla A.R.laincidencia de AACN ha sido re-
portada entre un 0 y un 40% (8, 9) y aunque se refie-
re un predominio del patron p AACN, también se
reportan algunos casos ¢ AACN y x AACN. Exis-
ten ademads reportes diversos en relacion con la rele-
vancia clinica de los AACN y a pesar de que se ha
observado una asociacion entre estos autoanticuerpos
y laactividad de la enfermedad, los resultados no han
sido confirmatorios (10, 11).

Por lo tanto los AACN constituyen un marca-
dor serologico comun en entidades clinicas diferen-
tes pero muy relacionadas desde el punto de vista
inmunopatogénico, de ahi que existan diversas teo-
rias que tratan de explicar el posible papel patogénico
de los AACN (2, 6).

La teoria mas estudiada es la que propone que
los AACN circulantes con capaces de interactuar con
sus antigenos (PR3 y MPO fundamentalmente), pre-
sentes en el citoplasma de neutrofilos y monocitos que
son c€lulas efectoras mayores del dafio inflamatorio
en las vasculitis asociadas a AACN. Esto constituye
una evidencia como lo reportan algunos autores de
que los AACN pueden tener un efecto patofisiologico
en neutréfilos y monocitos y puedan jugar un rol di-
recto en la patogénesis. La teoria esta sustentada por
observaciones de que estos pacientes tienen elevada
incidencia de sintomas y signos prodromicos sema-
nas o meses antes del desarrollo de la enfermedad
como son infecciones virales o bacterianas (12, 13).

Lo explicado anteriormente conlleva a la expre-
sion de pequefias cantidades de constituyentes de los
granulos (PR3 y MPO) en la superficie celular, que-
dando accesibles a la interaccion con los AACN, lo
que se ha demostrado in vitro por citometria de flujo
y microscopia electronica. Posteriormente a esta
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interaccion los neutréfilos y monocitos sufren una ra-
pida activacion, cuya demostracion in vivo es la in-
tensa respuesta inflamatoria observada en pacientes
con vasculitis asociadaa AACN (12).

Enresumen, el espectro de enfermedades que
se asocian en la actualidad a distintas
subespecificidades de AACN ha aumentado con los
estudios recientes, pero aun debe establecerse el va-
lor predictivo y/o diagndstico de los AACN en las
diferentes entidades por lo que nos propusimos eva-
luar la presencia de estos autoanticuerpos en la A.R.
y relacionarlos con algunos elementos clinicos y de
laboratorio que caracterizan el desarrollo de la enfer-
medad.

MATERIAL Y METODO

Se analizaron muestras de 160 pacientes con
A.R. atendidos en el Servicio Nacional de
Reumatologia en el periodo conprendido entre 1996
- 1998. Todos los pacientes cumplian con los crite-
rios para A.R. del Colegio Americano de
Reumatologia. En todos los casos se tomaron mues-
tras de sangre venosa y luego de la retraccion espon-
tanea del coagulo, las muestras de sangre colectadas
se centrifugaron a 800 gravedades durante 10 minu-
tos y el suero asi colectado se dispenso en viales
eppendorf de 1 mL., los cuales se conservaron a -
20°C.

Las muestras de suero se utilizaron para deter-
minar AACN por inmunofluorescencia indirecta, usan-
do el método convencional recomendado por el gru-
po de estudio europeo para AACN, donde se utili-
zaron como sustrato preparaciones de granulocitos
fijados en etanol que se incubaron con diluciones del
suero del paciente y la presencia de los autoanticuerpos
se detectd con un conjugado de anti-inmunoglobulinas
humanas. Los patrones de fluorescencia se cla-
sificaron como:

¢ AACN (citoplasmatico), p AACN
(perinuclear) o x AACN (atipico). Para la diferen-
ciacion del p AACN de los anticuerpos antinucleares
(ANA), las muestras con patron p AACN fueron
evaluadas en laminas con neutrofilos fijados en
formalinay con células HEp-2 respectivamente. Los
pacientes con AACN positivos fueron comparados
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con un grupo de pacientes con A.R., AACN negati-
vos considerando que fueron comparables en cuanto
a edad y duracion de la enfermedad. En todos los
casos se tomaron muestras de sangre para determi-
nar: eritrosedimentacion globular, hemoglobina y fac-
tor reumatoideo (mediante la técnica de aglutinacion
de particulas de latex).

Estos pacientes fueron evaluados
radiologicamente incluyendo radiografias de manos,
pies, columna cervical y articulaciones con compro-
miso artritico. El dafio articular radiologico se deter-
mind considerando cuatro estadios de compromiso
articular seguin los cambios radiologicos establecidos
para evaluar la evolucion de la artritis (Anexo 1).

En ambos grupos de pacientes AACN positivo
y AACN negativo se evaluo el grado de actividad de
la enfermedad (DAS = Disease Activity Score), te-
niendo en cuenta el indice de Ritchie, el nimero de
articulaciones tumefactas, la velocidad de sedimenta-
cion globular y el estado de salud del paciente segiin
una escala visual analoga .

Para el anlisis estadistico de los resultados se
utilizo la prueba U de Mann-Whitney.

ANEXO 1

GRADOS DE COMPROMISO ARTICULAR
RADIOLOGICO DE LA ARTRITIS
REUMATOIDEA.

ESTADIO 1.-

Cambios a nivel de tejidos blandos, es decir,
inflamacion intra y extra-articular. Ligera descalcifi-
cacion local o general.

ESTADIO 2.-

Espacio articular definitivamente alterado. Pér-
dida de cartilago o de masa 6sea. Descalcificacion
moderada. Cambios definitivos en los tejidos blan-
dos. Inflamacion capsular y atrofia adyacente. For-
macion de osteofitos e hipercalcificaciones locales.

ESTADIO 3.-

Destruccion de articulaciones, subluxaciones,
deformidades. Marcada descalcificacion y cambios
en tejidos blandos. Cambios hipertroficos importan-
tes y osteofitos.

ESTADIO 4.-

Cambios articulares ampliamente extendidos
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con destruccion y anquilosis 6sea. Extremados cam-
bios hipertroficos.

Tomado de: Taylor D, CMAJ 36: 608-10, 1937.

RESULTADOS Y DISCUSION

Encontramos en los 160 pacientes con A.R. una
positividad de 18.75% para AACN. Estos resulta-
dos no difieren de lo reportado por otros autores,
ya que la incidencia de AACN en la A.R. varia nota-
blemente desde 0-40% (10, 11); este hecho podria
relacionarse en parte con las dificultades técnicas para
detectar p AACN, ya que frecuentemente pueden
confundirse los ANA con el patron p AACN, pues
para evitarlo es necesario montar paralelamente
granulocitos fijados con formalina y descartar la pre-
sencia de ANA en células HEp-2.

No se observaron patrones de c AACN ni de x
AACN en ningun paciente, por lo que todos los ca-
sos correspondieron al patron p AACN y los titulos
oscilaron desde 1:10 hasta 1:640. Esto coincide con
lo reportado por algunos autores (14, 15). Otros au-
tores han reportado patrones x AACN (8) e incluso
cAACN (8). La naturaleza controversial de estos
hallazgos podria atribuirse a la seleccion de los pa-
cientes para diferentes estudios asi como a las dificul-
tades en la interpretacion de los patrones de AACN
por IFI. A pesar de que los AACN se detectan ha-
bitualmente como describe Wiik (3), la variabilidad
parece ser importante. La confiabilidad de la detec-
cion de los AACN depende del sustrato empleado,
el origen celular y la experiencia del observador.

Desafortunadamente, no disponemos de medios
diagnosticos para poder identificar las diferentes
subespecificidades antigénicas de los AACN detec-
tados (lisozimas, mieloperoxidas, elastasa, catepsina
G, lactoferrina, proteinasa R3); no obstante, debe
sefalarse que existen discrepancias entre los resulta-
dos de diferentes autores y no han podido estable-
cerse ain asociaciones entre estos autoanticuerpos y
los hallazgos clinicos radiograficos y serologicos (16,
17, 18).

Lamuestra de pacientes AACN positivos y ne-
gativos tenian las caracteristicas similares (Tabla 1).
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Tabla N° 1. Datos de pacientes AACN positivos y
negativos
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Tabla N° 2. Variables serologicas en pacientes con A.R. p
AACN positivos

Desde el punto de vista serologico, los pacientes
AACN positivos con A.R. presentaron mayor activi-
dad de la enfermedad comparados con los AACN
negativos al evaluar los valores de velocidad de
eritrosedimentacion globular significativamente supe-
riores y las cifras de hemoglobina, significativamente
inferiores (Tabla 2). Ademas encontramos un
porciento significativamente superior de pacientes con
factor reumatoideo positivo en el grupo AACN posi-
tivo, aunque no se encontro correlacion entre los titu-
los de AACN y factor reumatoideo en los pacientes
estudiados (Tabla 2).

Los datos anteriores se correlacionan con algu-
nos autores (8, 10) que han encontrado un mayor
numero de pacientes seropositivos en el grupo p
AACN positivo (80% versus 60%) aunque no en-
contramos relacion entre los titulos de AACN y de
factor reumatoideo en el grupo p AACN positivo.
Hipotéticamente podria postularse que los AACN'y
los factores reumatoideos se generan por mecanis-
mos inmunologicos diferentes y en distintas etapas de
la enfermedad, aunque se necesitan realizar estudios
de seguimiento de pacientes con A.R. en cuanto ala
cinética del factor reumatoideo y los AACN para
establecer la relacion entre ellos.

Al evaluar el estado radiologico de los pacien-
tes estudiados se observo que mas del 50% de los
pacientes AACN positivos estaban en los estadios 2
y 3, mientras que mas del 50% de los casos AACN
negativos se encontraban en estadio 1 (Tabla 3).

En cuanto al grado de actividad de la enferme-
dad encontramos que en los pacientes p AACN po-
sitivos, el 60% tenian un DAS mayor de 6 y un 40%

P AACN (+) P AACN () p AACN (+) AR | p AACN () AR

NUMERO 30 30

VSG (medio) 55 * 32
EDAD 54+-10 58 +-10

FR (%) 80+~ 60+
MASC / FEM. 9/21 8122
DURACION DE ) - Hemoglobina 96~ 10,8
LA AR. (afios) 6+-10 6+-9 ? ’ ’

* p menor 0,005 Significativo

Tabla N° 3. Estadios radiologicos de los pacientes en
relacion con los AACN

A ADIOS o | Pac. AacN (+) | Pac. aacN ()
| 10 (33%) 17 (57%)
I 12 (40%) 10 (33%)
1 8 (27%) 3 (10%)
v 0 0

presentaron un DAS menor de 6. Por otra parte, en
los casos p AACN negativos, el 80% tenian un DAS
menor de 6 y el 20% un DAS mayor de 6. Reporta-
mos estos datos como otro pardmetro de interés en
estos pacientes para asociarlo a la presencia o no de
AACN, pero sabemos que resulta hipotético atribuirle
el grado de actividad de la enfermedad y el dafio
radioldgico a este marcador seroldgico, pues a pesar
de que ambos grupos (Tablal) tenian caracteristicas
similares en cuanto a edad, sexo y duracion de la en-
fermedad, los tratamientos utilizados en estos pacien-
tes eran distintos, incluso el momento de la enferme-
dad en que se impusieron las distintas variantes tera-
péuticas y en muchas ocasiones hubo intermitencia
de los tratamientos e indiscutiblemente ésto puede
influir en el grado de actividad. Aunque siempre re-
sulta de interés reportar la presencia de marcadores
serologicos de la naturaleza de autoanticuerpos en esta
patologias autoinmunes, pues debemos tener presen-
te todos los marcadores que podrian indicar quizas
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prematuramente la presencia de formas clinicas mas
agresivas de la A.R., que incluso nos servirian para
una intervencion terapéutica mas oportuna (15, 19).

Respecto a las manifestaciones extra-articula-
res fueron mas frecuentes en el grupo de pacientes p
AACN positivos que en el p AACN negativo, aun-
que no resulto estadisticamente significativo (Tabla4).
De los pacientes AACN positivos nueve casos te-
nian manifestaciones extra-articulares, un paciente con
neuropatia y epiescleritis, dos pacientes con fibrosis
pulmonar, tres pacientes con ndculos subcutaneos y
otros tres con nodulos y neuropatias. Estos hallazgos
coinciden con otros autores (11, 16) que también
encontraron mayores manifestaciones de vasculitis y
complicaciones pulmonares en los AACN positivos.

En resumen, nuestro estudio podria sugerir la
posibilidad de que clinicamente los pacientes con A.R.
p AACN positivos forman un grupo con una enfer-
medad de curso més agresivo a juzgar por los hallaz-
gos serologicos y radioldgicos, asi como el compro-
miso extra-articular encontrado en comparacion con
pacientes AACN negativos.

Tabla N° 4. Manifestaciones extra-articulares en
pacientes con A.R. p AACN (+) y p AACN (-)

MANIFESTACIONES Pac. Pac.

EXTRARTICULARES | AACN (+) | AACN (v

EPIESCLERITIS 1 1

NEUROPATIAS 4 )

FIBROSIS > o

PULMONAR

NODULOS 5 o

SUBCUTANEOS

SINDROME SICCA 0 3
CONCLUSIONES

Encontramos un 18.75% de los pacientes con
AACN positivos en la muestra de casos estudiados
de A.R., observandose en todos los casos el patrén
p AACN.

Los pacientes AACN positivos presentaron
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mayor actividad de la enfermedad comparados con
los casos AACN negativos demostrado en las varia-
bles serologicas evaluadas e incluso en los parametros
clinico radiologicos.

RECOMENDACIONES

Sugerimos ampliar la muestra de estudio para
definir la probable importancia de los AACN en el
prondstico de la A.R.

BIBLIOGRAFIA

1. Sinico, R.A.: “Specificity of ANCA in vasculitis
syndromes”. Nephrol. Dial. Transplant. 5: 684, 1990.
2. Hagen, E.C. etal: “Antineutrophil Cytoplasmic
Autoantibodies: A Review of the Antigens Involved,
the Assays, and the Clinical and Possible Pathogenic
Consequences”. Blood 81: 1996-2002, 1993.

3. Wiik, A.: “Delineation of a standard procedure
for indirect immunofluoresce detection of ANCA”.
Acta Pathol. Microbiol. Immunol. Scand. (Suppl.) 97:
12-13, 1989.

4. Rasmussen, N. etal : “ELISA for detection of
antineutrophil cytoplasm antibodies (ANCA)”. J.
Immunol. Methods 127: 139-145, 1990.

5. Savage, C.O. et al: “Prospective study of
radioimmunoassay for antibodies against neutrophil
cytoplasm in diagnosis of systemic vasculitis”. Lancet
1: 1389-1393, 1987.

6. Gross, W.L. et al : “Classic Antineutrophil
Cytoplasmic Antibodies (c-ANCA), "Wegenerns
autoantigen” and their Immunopathogenic role in
Wegenerns Granulomatosis.” I. Autoimmu. 6: 171-
184, 1993.

7. Allen, N.B.: “ANCA- The Rheumatologists
perspective”. Bull. Rheum. Dis. 41: 6-7, 1992.

8. Metzger, D. et al : “Anti-Neutrophilen-
Zytoplasma-Antikorper (ANCA) bei rheumatoider
Arthritis: Spezifitit und Klinische Relevary”. Immun.
Infekt 21: 18-20, 1993.

9.  Mulder A.H.L., et al: “Antineutrophil
cytoplasmic antibodies in rtheumatoid arthritis”.
Arthritis Rheum. 36: 1054-60, 1993.



Volumen II, Num 1, 2000

10. Juby A. etal: “Antinuclear and Antineutrophil
Cytoplasmic Antibodies (ANCA) in sera of patients
with Fety’s syndrome” B.J. Rheumatology 31: 185-
188, 1992.

11.  SavigeJ.A. etal : “Antineutrophyl cytoplasm
antibodies in theumatoid arthritis” Clin. Exp. Immunol.
86:92-98, 1991.

12. Jennette, J.C. et al: Editorial Pathogenic
Potential of Anti-neutrophil Cytoplasmic
Autoantibodies”. Laboratory Investigation 70: 135-
137, 1995.

13. Mayet, W.J.: “Membranes expression of
proteinase 3 in human endothelial cells under the
influence of different cytokines”. Exp. Immunol. 93:
17, 1993.

14.  Gross W.L. et al: “ANCA and associated
diseases: Immunodiagnostic and pathogenetic
aspects”. Clin. Exp. Immunol. 91: 1-12, 1993.

Revista Cubana de Reumatologia

15. Mustila, A. etal: “p-ANCA in RA a marker
in severe disease with associated nephropathy”. Arth.
and Rheum. 40 (4): 710-717, 1997.

16. Edger J.D.M., et al. : “Antineutrophyl
cytoplasmic antibodies in theumatoid arthritis™. B. J.
Rheum. 31: 859, 1992.

17.  Esnault V.L.M. et al: “Antibodies to lactoferrin
and histone in systemic vasculitis identified by anti-
myeloperoxidase solid phase assays”. Kidney Int. 46:
153-160, 1994.

18. Hagen, E.C.: “Standardisation of ELISA for the
detection of anti-proteinase (PR-3) and
antimyeoloperoxidase (MPO) antibodies. Clin. Exp.
Immunol. 93: 32, 1993.

19. Baslum, B. et al: “Antilactoferrin antibodies in
rheumatoid disease”. Lubeck. Germany. June 28,
1992.

37



