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RESUMEN

La Artritis Reumatoidea (A.R.) es una enfermedad inflamatoria cronica que cursa con manifestaciones articulares
y extra-articulares, presentando manifestaciones vasculiticas. Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (AACN)
constituyen en la actualidad marcadores serologicos de gran valor en las vasculitis. Enla A.R. se han reportado
en un 40% y con predominio del patron 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-
day definir la probable importancia de estos anticuerpos en el prondstico de la A.R..

INTRODUCCION

Los AACN son autoanti cuerpos que recono-
cen componenetes de los granulos primarios de  tes antigénicas (4) y por radioinmunoensayo (RIA)
neutrofilosy lisosomasdelosmonocitosy tienendi-  (5). se ¢lasifican de acuerdo al patrén de IFI y se
ferentes especificidades antigénicas, por enzimas  gpgarvantres patronesfundamentales: citoplasmético

lisosomales mieloides: proteinasas (PR3) y (c AACN), perinuclear (p AACN) y atipico (X
mieloperoxidasa (MPO), fundamentalmente AACN) (2).

12. conocealaPR 3, queesunaglicoporteinade 29 Kd
Comunmente son detectados por |ocgizadaenlosgranulosazurdfilosdelosneutrdfilos

inmunoenziméticos (EL1SA) usando diferentesfuen-
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parte, en el patron p AACN el autoanticuerpo esta
dirigido contra la MPO y se han descrito otras
especificidades como parala€astasaleucociticahu-
mana, lactoferritinadelosmonocitosy catepsinasG.
Esta presente fundamenta mente en afeccioneslimi-
tadasal rifion como: glomerul onefritisrapidamente
progresiva, enfermedades reumaticas fundamental -
menteA.R., enfermedad deK awasaki, mid odisplasia,
Sidaentreotras(6,7). Sinembargo, en el patrén x
AACN seincluyen patrones atipicosparalosqueno
han sido definidos especificidades antigénicashasta
estosmomentos (2).

EnlaA.R.laincidenciade AACN hasidore-
portadaentreun 0y un40% (8, 9) y aunque serefie-
re un predominio del patrén p AACN, también se
reportan algunoscasosc AACN y X AACN. Exis
ten ademésreportesdiversosenrelacion conlarele-
vanciaclinicadelosAACN y apesar deque seha
observado unaasoci acion entre estos autoanti cuerpos
y laactividad delaenfermedad, losresultadosno han
sido confirmatorios (10, 11).

Por lotanto losAACN constituyen un marca-
dor serologico comun en entidadesclinicasdiferen-
tes pero muy relacionadas desde €l punto de vista
inmunopatogénico, deahi queexistan diversasteo-
riasquetratan deexplicar € posible papel patogénico
delosAACN (2, 6).

Lateoriamés estudiadaeslaque propone que
losAACN circulantes con capacesdeinteractuar con
susantigenos (PR3 y M PO fundamenta mente), pre-
sentesend citoplasmade neutréfilosy monocitosque
son células efectoras mayoresdel dafio inflamatorio
enlasvasculitisasociadasaAACN. Esto congtituye
unaevidenciacomo lo reportan algunos autores de
quelosAACN pueden tener un efecto patofisiol6gico
en neutréfilosy monocitosy puedan jugar unrol di-
recto enlapatogénesis. Lateoriaestasustentada por
observaciones de que estos pacientestienen elevada
incidenciade sintomasy signos prodrémicos sema-
nas 0 meses antes del desarrollo delaenfermedad
como soninfeccionesviraleso bacterianas (12, 13).

Lo explicado anteriormente conllevaalaexpre-
S 0N de pequerias cantidades de constituyentesdelos
granulos (PR3y MPO) enlasuperficiecelular, que-
dando accesiblesalainteraccion conlosAACN, o
guesehademostradoin vitro por citometriadeflujo
y microscopia electronica. Posteriormente a esta
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interaccion losneutréfilosy monocitossufren unaréa
pidaactivacion, cuyademostracioninvivo eslain-
tensarespuestainflamatoriaobservadaen pacientes
convasculitisasociadaaAACN (12).

En resumen, el espectro de enfermedades que
se asocian en la actualidad a distintas
subespecificidadesde AACN haaumentado conlos
estudiosrecientes, pero aln debe establecersee va-
lor predictivo y/o diagnéstico delosAACN enlas
diferentes entidades por |0 que nos propusimoseva-
luar lapresenciade estosautoanticuerposenlaA.R.
y relacionarlos con algunoselementosclinicosy de
laboratorio que caracterizan € desarrollo delaenfer-
medad.

MATERIAL Y METODO

Se analizaron muestras de 160 pacientes con
A.R. atendidos en el Servicio Nacional de
Reumatol ogiaen € periodo conprendido entre 1996
- 1998. Todos|os pacientes cumplian conloscrite-
rios para A.R. del Colegio Americano de
Reumatologia. Entodos|os casos setomaron mues-
trasde sangre venosay luego delaretraccion espon-
tanea del coagulo, lasmuestras de sangre col ectadas
se centrifugaron a800 gravedades durante 10 minu-
tosy el suero asi colectado se dispenso en viales
eppendorf de 1 mL., los cuales se conservaron a-
20°C.

Lasmuestrasde suero se utilizaron paradeter-
minar AACN por inmunofluorescenciaindirecta, usan-
do e método convenciona recomendado por € gru-
po deestudio europeo paraAACN, donde se utili-
Zaron como sustrato preparaciones de granulocitos
fijadosen etanol que seincubaron condilucionesdel
Suerodd pacientey lapresenciadel osautoanti cuerpos
Sedetectd con un conjugado de anti-inmunogl obulinas
humanas. Los patrones de fluorescencia se cla-
gficaron como:

¢ AACN (citoplasmatico), p AACN
(perinuclear) ox AACN (atipico). Paraladiferen-
ciaciondel p AACN delosanticuerposantinucleares
(ANA), las muestras con patron p AACN fueron
evaluadas en laminas con neutrofilos fijados en
formainay con células HEp-2 respectivamente. Los
pacientescon AACN positivosfueron comparados

33



Volumen II, Num. 1, 2000

conun grupo depacientescon A.R., AACN negati-
voscons derando que fueron comparablesen cuanto
aedad y duracion delaenfermedad. Entodoslos
casos se tomaron muestras de sangre paradetermi-
nar: eritrosedimentacion globular, hemoglobinay fac-
tor reumatoideo (mediantelatécnicadeaglutinacion
departiculasdelatex).

Estos pacientes fueron evaluados
radiol 6gicamenteincluyendo radiografiasde manos,
pies, columnacervical y articulacionescon compro-
miso artritico. El dafio articular radiol 6gico sedeter-
miné considerando cuatro estadios de compromiso
articular segiin los cambi os radiol 0gicos establ ecidos
paraevauar laevoluciondelaartritis(Anexo 1).

En ambosgruposde pacientesAACN positivo
y AACN negativo seevaud € grado deactividad de
laenfermedad (DAS= Disease Activity Score), te-
niendo en cuentael indicedeRitchie, e nimerode
articulacionestumefactas, lavel ocidad de sedimenta
ciénglobulary el estado desalud del paciente segiin
unaescalavisua andoga.

Parael andlisisestadistico delosresultadosse
utilizé lapruebal de Mann-Whitney.

ANEXO 1

GRADOSDE COMPROMISOARTICULAR
RADIOLOGICO DE LA ARTRITIS
REUMATOIDEA.

ESTADIO 1.

Cambios anivel detejidos blandos, es decir,
inflamacionintray extra-articular. Ligeradescalcifi-
cacionloca ogeneral.

ESTADIO 2--

Espacio articular definitivamente dterado. Pér-
didade cartilago o de masa 6sea. Descal cificacion
moderada. Cambiosdefinitivosen lostejidos blan-
dos. Inflamacién capsular y atrofiaadyacente. For-
macion de osteofitos e hipercalcificacioneslocaes.

ESTADIO 3.--

Destruccion de articul aciones, subluxaciones,
deformidades. Marcadadescal cificaciony cambios
entgidosblandos. Cambioshipertréficosimportan-
tesy osteofitos.

ESTADIO4.-

Cambios articul ares ampliamente extendidos
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con destrucciény anquilosis 0sea. Extremados cam-
bioshipertroficos.

Tomadode: Taylor D, CMAJ 36: 608-10, 1937.

RESULTADOS Y DISCUSION

Encontramosen|os 160 pacientescon A.R. una
positividad de 18.75% paraAACN. Estosresulta-
dos no difieren de lo reportado por otros autores,
yaquelaincidenciade AACN enlaA.R. varianota-
blemente desde 0-40% (10, 11); este hecho podria
relacionarseen parte con lasdificultadestécnicaspara
detectar p AACN, ya que frecuentemente pueden
confundirselos ANA con el patron p AACN, pues
para evitarlo es necesario montar paralelamente
granulocitosfijadosconformalinay descartar lapre-
senciade ANA encélulasHEp-2.

No se observaron patronesdec AACN ni dex
AACN en ninguin paciente, por lo quetodoslosca
soscorrespondieron al patronp AACN y lostitulos
oscilaron desde 1:10 hasta1:640. Esto coincidecon
lo reportado por algunosautores (14, 15). Otrosau-
tores han reportado patronesx AACN (8) eincluso
CAACN (8). Lanaturaleza controversial de estos
hallazgospodriaatribuirse alaseleccion delospa-
cientesparadiferentesestudiosasi como alasdificul-
tadesen lainterpretacion delos patronesde AACN
por IFl. A pesar dequelos AACN sedetectan ha-
bitual mente como describe Wiik (3), lavariabilidad
parece ser importante. Laconfiabilidad deladetec-
ciondelosAACN dependedel sustrato empleado,
el origencelular y laexperienciadd observador.

Desafortunadamente, no disponemosdemedios
diagnosticos para poder identificar las diferentes
subespecificidadesantigénicasdelosAACN detec-
tados (lisozimas, miel operoxidas, el astasa, catepsina
G, lactoferrina, proteinasa R3); no obstante, debe
sefia arse que existen discrepanciasentrelosresulta-
dosdediferentes autoresy no han podido estable-
cerse alin asoci aciones entre estos autoanti cuerposy
loshdlazgosclinicosradiograficosy serol0gicos(16,
17, 18).

Lamuestrade pacientesAACN positivosy ne-
gativostenian lascaracteristicassimilares(Tablal).
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Tabla N° 1. Datos de pacientes AACN positivos y
negativos
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Tabla N° 2. Variables seroldgicas en pacientes con A.R. p
AACN positivos

pAACN (+) | pAACN ()
NUMERO 30 30
EDAD 54+ - 10 58 + - 10
MASC / FEM. 9/21 8122
DURACION DE
LA AR. (afios) 6+-10 6+-9

p AACN (+) AR | p AACN (-) AR
VSG (medio) 55 * 32
FR (%) 80+ * 60+
Hemoglobina 9,6 * 10,8

Desde el punto de vista serol6gico, 10s pacientes
AACN positivoscon A.R. presentaron mayor activi-
dad de laenfermedad comparados con losAACN
negativos a evaluar los valores de velocidad de
eritrosedimentaci on globular significativamente supe-
rioresy lascifrasde hemoglobina, significativamente
inferiores (Tabla 2). Ademés encontramos un
porciento significativamente superior de pacientescon
factor reumatoideo positivoen d grupo AACN posi-
tivo, aunque no seencontrd correlacion entrelostitu-
losde AACN y factor reumatoideo en los pacientes
estudiados (Tabla?2).

L osdatos anteriores se correlacionan con algu-
nos autores (8, 10) gue han encontrado un mayor
numero de pacientes seropositivos en e grupo p
AACN positivo (80% versus 60%) aungue no en-
contramosrelacion entrelostitulosde AACN y de
factor reumatoideo en el grupo p AACN positivo.
Hipotéticamente podriapostularsequelosAACN y
losfactoresreumatoi deos segeneran por mecanis-
mosinmunol ogicosdiferentesy en distintasetapasde
laenfermedad, aunque se necesitan redizar estudios
deseguimiento de pacientescon A.R. en cuantoala
cinéticadel factor reumatoideo y losAACN para
establecer larelacion entredlos.

Al evaluar € estado radiol 6gico delos pacien-
tes estudiados se observo que més del 50% delos
pacientesAACN positivosestaban enlosestadios 2
y 3, mientras que mas del 50% deloscasosAACN
negativos se encontraban en estadio 1 (Tabla3).

En cuanto a grado de actividad delaenferme-
dad encontramos que en los pacientesp AACN po-
sitivos, el 60% tenian un DAS mayor de6y un 40%

* p menor 0,005 Sgnificativo

Tabla N° 3. Estadios radiol 6gicos de los pacientes en
relacion con los AACN

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

presentaron un DAS menor de 6. Por otraparte, en
loscasosp AACN negativos, € 80%tenianun DAS
menor de6y e 20% un DASmayor de6. Reporta-
mMos estos datos como otro parametro deinterésen
estos pacientes paraasociarlo alapresenciao no de
AACN, pero sahemosqueresultahipotéticoaribuirle
el grado de actividad de la enfermedad y el dafio
radiol 6gico aeste marcador serol 0gico, puesapesar
deque ambosgrupos (Tablal) tenian caracteristicas
similaresen cuanto aedad, sexoy duracion delaen-
fermedad, lostratamientosutilizadosen estospacien-
teseran distintos, incluso @ momento delaenferme-
dad en queseimpusieron lasdistintasvariantestera-
péuticasy en muchas ocas ones hubo intermitencia
delostratamientos e indiscutiblemente ésto puede
influir enel grado deactividad. Aunquesiemprere-
sultadeinterésreportar |apresenciade marcadores
serol 6gicosdelanatura ezadeautoanti cuerposen esta
patol ogias autoinmunes, puesdebemostener presen-
tetodos|os marcadores que podrianindicar quizas
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prematuramente lapresenciadeformasclinicasmés
agresivasdelaA.R., queincluso nosservirian para
unaintervencion terapéuticamas oportuna (15, 19).

Respecto alas manifestacionesextra-articula-
resfueron mésfrecuentesen € grupo de pacientesp
AACN positivosqueen el p AACN negativo, aun-
queno resulté estadigticamente significativo (Tabl a4).
Delos pacientes AACN positivos nueve casos te-
nian manifestacionesextra-articulares, un pacientecon
neuropatiay epiescleritis, dospacientesconfibrosis
pulmonar, tres paci entes con ndcul os subcutaneosy
otrostrescon nddulosy neuropatias. Estoshallazgos
coinciden con otros autores (11, 16) que también
encontraron mayores manifestacionesdevasculitisy
complicaciones pulmonaresenlosAACN positivos.

En resumen, nuestro estudio podriasugerir la
posibilidad dequedlinicamentelospacientescon A.R.
p AACN positivosforman un grupo con unaenfer-
medad de curso méasagresivo ajuzgar por loshallaz-
gos serol 6gicosy radiol 6gicos, asi como e compro-
miso extra-articular encontrado en comparacion con
pacientesAACN negativos.

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

MANIFESTACIONES Pac. Pac.
EXTRARTICULARES | AACN (+) | AACN (9
EPIESCLERITIS 1 1
NEUROPATIAS 4 0
FIBROSIS 5 o
PULMONAR

NODULOS 5 o
SUBCUTANEOS

SINDROME SICCA 0 3

CONCLUSIONES

Encontramos un 18.75% del os pacientes con
AACN positivosen lamuestrade casos estudiados
deA.R., observandose en todoslos casos el patron
p AACN.

Los pacientes AACN positivos presentaron
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mayor actividad de laenfermedad comparados con
loscasosAACN negativosdemostrado enlasvaria-
blesserol dgicaseva uadaseincluso enlosparametros
clinicoradiologicos.

RECOMENDACIONES

Sugerimosampliar lamuestrade estudio para
definir laprobableimportanciadelosAACN en €l
prondsticodelaA.R.

BIBLIOGRAFIA

1. Sinico,RA.:“Specificity of ANCA invasculitis
syndromes’. Nephrol. Did. Transplant. 5: 684, 1990.
2. Hagen,E.C.etd: " Antineutrophil Cytoplasmic
Autoantibodies. A Review of the Antigensinvolved,
the Assays, and the Clinical and Possible Pathogenic
Consequences’. Blood 81: 1996-2002, 1993.

3. Wiik, A.: “Ddineation of astandard procedure
for indirect immunofluoresce detection of ANCA”™.
ActaPathal. 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 antibodiesagainst neutrophil
cytoplasmindiagnogsof systemicvasculitis’. Lancet
1: 1389-1393, 1987.

6. Gross, W.L. et a : “Classic Antineutrophil
Cytoplasmic Antibodies (c-ANCA), "Wegenerns
autoantigen™ and their Immunopathogenic role in
Wegenerns Granulomatosis.” 1. Autoimmu. 6: 171-
184, 1993.

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

8. Metzger, D. et a : “Anti-Neutrophilen-
Zytoplasma-Antikorper (ANCA) bel rheumatoider
Arthritis Spezifitdt und KlinischeRdevary”. Immun.
Infekt 21: 18-20, 1993.

9. Mulder A.H.L., et al: “Antineutrophil
cytoplasmic antibodies in rheumatoid arthritis’.
ArthritisRheum. 36: 1054-60, 1993.



Volumen Il, Num 1, 2000

10. JubyA.etd: “Antinuclear and Antineutrophil
Cytoplasmic Antibodies(ANCA) in seraof patients
with Fety”ssyndrome” B.J. Rheumatology 31: 185-
188, 1992.

11. SavigeJA.etad :"Antineutrophyl cytoplasm
antibodiesinrheumatoid arthritis’ Clin. Exp. Immunal.
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. Immunal. 93:
17, 1993.

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

Revista Cubana de Reumatologia

15. Mustila, A.etd: “p-ANCA in RA amarker
in saverediseasewith associated nephropathy”. Arth.
and Rheum. 40 (4): 710-717, 1997.

16. Edger J.D.M., et al. : “Antineutrophyl
cytoplasmic antibodiesin rheumatoid arthritis’. B. J.
Rheum. 31: 859, 1992.

17. EsnaulltV.L.M.etd:"“Antibodiesto lactoferrin
and histonein systemic vasculitisidentified by anti-
myel operoxidase solid phaseassays’ . Kidney Int. 46:
153-160, 1994.

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

19. Badum,B.etd: “Antilactoferrin antibodiesin
rheumatoid disease”. Lubeck. Germany. June 28,
1992.

37



