Revista del Hospital Privado de Comunidad

ANCA (anticuerpos contra el citoplasma del neutréfilo)
POR INMUNOFLUORESCENCIA EN LA COLITIS ULCEROSA

Lics. Federico Moscardi, Jose Luis laniro

ABSTRACT

ANCA, an antibody against the neutrophil cytoplasm, is
associated with inflammatory bowel diseases (IBD) as
ulcerative colitis (UC) and Crohn ‘s disease (CD), besides
the well known relation with Wegener’s disease and other
vasculitis. They are immunological markers with potential
clinical utility, however their relation with the diagnosis,
activity, extension and chronicity of the IBD is still
controversial.

UC as adisease is probably heterogenous, and it is influenced
by genetic and ambiental factors. ANCA is affected by the
methodology used in their detection. The finding in our
patients with UC of C-ANCA instead of P-ANCA, as it is
described in the literature, was the motive for the study of the
prevalence of this antibody in this disease.

32 patients wer studied, 16 female, with the only requisite of
a biopsy diagnostic of UC, and a 88 regular follow up in the
clinics. ANCA was detected by immunofluorescence, in at
least one sample per patient, registering the P, C and A
(atipycal) ANCA frequency and titles. Other antibodies were
also investigated on murine tissues and HEp 2 cells, which
can be associated to ANCA in IBD. ANCA positive sera were
evaluated according the distribution of the patterns, age of
the patients, activity and chronicity of the disease. As a result
28% (9/32) of the patients were ANCA positive; 4 C-ANCA,
3 A-ANCA and 2 P-ANCA in titles 1/20 to 1/ 40. The proba-
ble causes of these results are discussed. No evidence, as age
affecting the expression of ANCA or the relation between
ANCA and the chronicity of the disease, was found.

We considered two definitions of activity for UC: a) «In strict
sense» when the clinical manifestastions were simultaneous
with the determination of ANCA,; b) “wide sense» when
clinical or pathological diagnosis was done 60 days before or
after the ANCA determination.

A positive ANCA showed association with UC in the wide
sense (p= 0.0003) and showing 67% of sensitivity, 95%
specificity, 89% predictive value of a positive test and 83%
of a negative test. This was unrelated to the
immunofluorescence pattern. Other antibodies studied were
not associated to UC in a significative form.

RESUMEN

Ante el hallazgo en algunos pacientes de colitis ulcerosa (CU)
de C- ANCA en lugar del P-ANCA generalmente descripto
en la literatura, este trabajo se propuso precisar las formas de

Laboratorio de Inmunologia e Histocompatibilidad
Hospital Privado de Comunidad. Cérdoba 4545 (B7602CBM)
Mar del Plata. Argentina. e-mail: ddi@hpc.org.ar

Volumen 5, ndmero 2, agosto-diciembre 2002

presentacion del autoanticuerpo por inmunofluorescencia, en
patrén y titulo, en relacidn al diagnéstico y la actividad de
esa enfermedad en los pacientes de nuestro hospital.

Se estudiaron 32 pacientes, 16 mujeres, con el solo requisito
de tener biopsia positiva para CU y seguimiento clinico con-
tinuo asentado en historia clinica (HC), y se determind ANCA
por inmunofluorescencia en, por lo menos, una muestra por
paciente, registrando la frecuencia y titulos de P, Ay C-
ANCA.

También se investigaron otros autoanticuerpos detectables
sobre tejidos murinos y células HEp 2, que pueden asociarse
a ANCA en las enfermedades inflamatorias intestinales.

Los resultados de ANCA se evaluaron en relacion a la distri-
bucién de patrones y titulos, a la edad de los pacientes y a la
antigliedad y actividad de la enfermedad. Se obtuvo 28% de
ANCA positivos (9 de 32 pacientes), 4 C-ANCA, 3 A- ANCA
y 2 P- ANCA, con titulos de 1/20 a 1/40, discutiéndose las
causas probables de estos resultados. No hubo evidencia de
que la edad afectase la expresion de ANCA, ni relacién del
autoanticuerpo con la duracidén de la enfermedad.

Se consideraron dos definiciones de actividad de la CU: en
sentido estricto cuando hubo manifestaciones clinicas simul-
taneas con el estudio de ANCA, y en sentido amplio cuando la
actividad clinica o histoldgica se registré dentro de los 60
dias anteriores o posteriores a la determinacién del
autoanticuerpo. ANCA, independientemente del patrén que
tuviera, mostrd asociacion con la actividad de la CU, conside-
rada en sentido amplio (p = 0,0003), resultando la sensibili-
dad 67%, la especificidad 95%, los valores predictivos del
resultado positivo 89% y del resultado negativo 83%.

Los otros autoanticuerpos investigados resultaron no asocia-
dos significativamente a la CU, activa o no.

INTRODUCCION

El autoanticuerpo contra el citoplasma del neutrdfilo
(ANCA), que se asocia a las enfermedades inflamatorias
intestinales (Ell), colitis ulcerosa (CU) y enfermedad de
Crohn (EC)*?, es un marcador inmunolégico con utili-
dad clinica, aunque en su relacién con el diagnéstico,
laactividad, laextensién y laantigiiedad de la enferme-
dad existen controversias*®.

Como las enfermedades con componentes
autoinmunes como la CU sufren influencia étnica, ge-
nética y ambiental, habiendo detectado en nuestros pa-
cientes mayor frecuencia de la esperada de C-ANCA
(patrén citoplasmatico), en lugar del generalmente aso-
ciado P-ANCAY (patrén perinuclear) y dada la influen-
cia que las variaciones metodologicas de la
inmunofluorescencia (IF) tienen sobre la interpretacion
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de los resultados, investigamos la relacién entre ANCA
y CU en nuestro hospital.

Se estudi6 un grupo de pacientes con biopsia positi-
va para CU y con seguimiento continuo en historia cli-
nica (HC), estableciendo la frecuencia de los distintos
patrones de ANCA y relacionando retrospectivamente
el resultado del analisis con la edad del paciente y la
actividad y antigtiedad de la enfermedad segun dichos
registros clinicos.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos del estudio: pacientes que tuvieran biopsia
positiva de CU. Todos nuestros pacientes tienen histo-
ria clinica Unica. No hubo otro requisito para participar
del estudio.

Muestras: 50 sueros, por lo menos una muestra por
paciente, mantenido a —20° C hasta el momento de la
investigacién de ANCA.

ANCA: se determiné por IF, con técnica convencio-
nal®. Brevemente: el suero del paciente se diluy6 1/20
con buffer PBS y se incubd 30 ‘ a temperatura ambiente
en camara himeda sobre improntas de neutréfilos hu-
manos fijados con etanol. Posteriormente se hicieron 2
lavados de 5 ‘ y laimpronta volvio a incubarse otros 30’
con antiglobulina humana marcada con fluoresceina
(marca Kallestadt, dilucion 1/100 ). Se hicieron otros
dos lavados de 5 ‘ y finalmente se montaron los prepa-
rados y observaron por epiiluminacién con 400X en mi-
croscopio de fluorescencia Leitz Jena. Las muestras que
mostraron fluorescencia seglin un patrén en relacién a
los sueros negativos ensayados en paralelo se definie-
ron convencionalmente como:

P-ANCA: fluorescencia perinuclear, eventualmente con
engrosamientos, que no se proyecta al citoplasma.
A-ANCA: ANCA atipico. Fluorescencia perinuclear mas
irregular que la de P-ANCA, con imprecisa definicién
de los I6bulos. Ocasionalmente el mismo suero en dis-
tintos preparados semeja P-ANCA o C-ANCA.
C-ANCA: Fluorescencia citoplasmatica punteada, mas
densaen el centro.

Todas las muestras que dieron patrones compati-
bles con ANCA fueron confirmadas sobre neutrofilos
fijados con formol, segun técnica convencional.

Las improntas empleadas fueron comerciales
(INOVA o The Binding Site) o propias, de sensibilidad
comparable con aquellas segun pruebas previas, pre-
paradas con el método de Falk y Jeannette®.

Habiéndose descripto otros autoanticuerpos en esta
enfermedad (anticélulas caliciformes, anticitoesqueleto,
antinucleares)®!® que pueden superponerse con ANCA,
todos los sueros obtenidos fueron también ensayados
para su deteccion por IF en dilucion 1720 sobre cortes
de higado, rifién y estbmago de rata y en dilucién 1740
sobre células HEp2 con técnica convencional.

Criterios de actividad de la enfermedad
Para este estudio retrospectivo se hicieron dos defi-

niciones de actividad :

1) Ensentido estricto, cuando hay en la HC regis-
tro de actividad clinica de la CU simultanea con la de-
terminacion de ANCA.

2) Ensentidoamplio, cuando laactividad clinicao
histoldgica se registr6 hasta 60 dias antes o después de
la investigacién del autoanticuerpo.

Métodos estadisticos

La relacion entre ANCA positivo, la actividad y la
antigliedad de la enfermedad, se estudié mediante ta-
blas de doble entrada, determinandose el valor p de los
chi cuadrados con el método exacto de Fisher adecuado
cuando se incluyen n menores de 5.

RESULTADOS

Fueron 16 hombresy 16 mujeres, con edades de 24 a
89 afios (promedio 59,3 afios, mediana 58,5). La anti-
guedad del diagnoéstico fue desde un mes a 40 afios
(promedio 7,7 afios). Tres de los pacientes tomaron cor-
ticoides por periodos variables dentro de los dos meses
anteriores y posteriores a la determinacién de ANCA.

De 32 pacientes, 9 (6 mujeres y 3 hombres) resulta-
ron ANCA positivos (9 / 32 = 28%)(tabla 1).

Patronesy titulos

Se obtuvieron los siguientes patrones: 4 C-ANCA, 3
A-ANCAYy?2P-ANCA.

Cuatro sueros de distintos patrones tuvieron titulo
1/40y los otros cinco sélo alcanzaron el titulo minimo
para ser considerados positivos: 1/20

ANCA Yy actividad de laenfermedad

De los 9 pacientes ANCA+, 5 (5 / 9 =55,5%) mostra-
ron actividad clinica de la enfermedad en un periodo
gue comprende el dia en que ese anticuerpo era positivo
(actividad en sentido estricto). Si, en cambio, se consi-
dera la actividad en sentido amplio cuando hay regis-
tro de ella, no simultaneo pero si dentro de los 60 dias
anteriores o posteriores a la positividad de ANCA, que-
dan incluidos 8/9 pacientes (88,8%).

De los tres pacientes con actividad en sentido am-
plio que se suman, el nimero 1 la mostré clinicamente
dentro de los 60 dias siguientes al ANCA+y los niUme-
ros 3 (biopsia) y 18 (clinica), en los 60 dias anteriores al
anticuerpo positivo.

Cuatro personas resultaron con la enfermedad acti-
va siendo ANCA negativos; dos con «manifestaciones
leves» clinicas en sentido estricto y dos con actividad
en sentido amplio, una clinica y otra histoldgica.

Los otros 19 pacientes del grupo ANCA negativo no
mostraron actividad de la enfermedad con ningun cri-
terio segun sus HC.

Ningun paciente tuvo diagndstico agregado de al-
guna otra enfermedad que sea conocida como asociada
aANCA.

Segun la definicion amplia de actividad de la enfer-
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Tabla 1. Pacientes, ANCA y actividad de laenfermedad.
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medad, un ANCA positivo, independientemente del
patron, se asocia significativamente (p=0,0003) con la
actividad de la CU (tabla 2).

La sensibilidad resulta 67% y la especificidad 95%.
El valor predictivo de un resultado positivo es 89%y de
un resultado negativo 83%.

La asociaciéon entre ANCA positivo y actividad de
laenfermedad en sentido estricto resulta no significati-
va.

ANCA, edad y antigliedad de la enfermedad

La edad promedio del grupo ANCA positivo es 56
anos y la del negativo es 60 afos.

Los pacientes ANCA positivo distribuyen sus eda-
desentodo el rango etario, 4 por encimay 5 por debajo
del promedio.

Representando graficamente agrupados en dos ejes
verticales los casos ANCA+ y ANCA- en relacion al
tiempo transcurrido en afios desde la fecha de diagnés-
tico, se observa una acumulacion relativa de casos
ANCA negativos en el primer afio, pero lamisma resul-
ta no significativa (tabla 3).

Colitis ulcerosay otros autoanticuerpos

Ocho (25%) de los pacientes estudiados fueron posi-
tivos para otros autoanticuerpos. De ellos, seis lo fue-
ron para anticélula parietal (ACP), con uno de ellos tam-
bién positivo para antimuasculo liso (AML). Los otros
dos resultaron positivos para anticuerpos
antinucleares. De los nueve pacientes ANCA+, dos tam-

Volumen 5, nimero 2, agosto-diciembre 2002

Tabla2. ANCA y actividad en sentido amplio delacolitisul cerativa.

Calitis ulcerosa

activa no activa total
ANCA+ 8 1 9
ANCA- 4 19 23
TOTAL 12 20 32

ANCA+ se asocia significativamente (p=0,0003) con la actividad en
sentido amplio de la CU.

bién lo fueron para ACP, uno de ellos ademas para AML,
con el titulo mas alto en este estudio, 1/100. Este pa-
ciente ya tuvo antecedentes de C-ANCA+ con actividad
simultanea de laenfermedad y fue el Gnico positivo para
proteinas del citoesqueleto, que se detecta en células
HEp 2 y ha sido asociado a CU™,

En conjunto estos autoanticuerpos resultaron no
asociados a la enfermedad ni a su actividad (sélo lo
fueron3de9).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las enfermedades inflamatorias intestinales com-
prometen un area critica en el mantenimiento de la ho-
meostasis inmunolégica. Con los alimentos llega al in-

Tabla 3. Determinacion de ANCA en relacion alaantigliedad del
diagnostico de CU.

voe ] ,
i ;

2

=l n e

B
S,
Yy

-

KA, P RNTH Sap



Revista del Hospital Privado de Comunidad

testino una enorme cantidad de potenciales antigenos
gue sin embargo normalmente no originan respuestas
inmunes debido a la existencia de sistemas efectores y
reguladores, que con la colaboracion de la flora normal,
las secreciones y los movimientos intestinales las impi-
den. La ruptura de lahomeostasis en laenfermedad ha
sido asociada a la aparicion de complejos inmunes, ci-
totoxicidad contra antigenos coldnicos, autoanticuer-
pos, modificaciones de las poblaciones linfoides y otras
alteraciones®. Lo relativamente erratico de estas mani-
festaciones limita su interés clinico.

Los ANCAs pueden ser los primeros marcadores
inmunologicos con utilidad clinica en esta enfermedad.

La identificacidn de estas moléculas puede hacerse
con la metodologia ELISA, aunque con limitaciones
para los antigenos que, como puede ocurriren laCU, no
sean proteinasa 3 (Pro 3) ni mieloperoxidasa (MPO). El
presente trabajo se propuso determinar la manifesta-
cién de laCU como ANCA s6lo mediante IF.

Este autoanticuerpo se detecta sobre neutrdéfilos hu-
manos fijados. Segun que el patrén de fluorescencia que
se observa sea citoplasmatico o perinuclear, sera C-
ANCA o P-ANCA. Un patrén parecido al P, pero mas
difuso, hasido llamado A-ANCA (ANCA atipico). Los
antigenos detectados por estos anticuerpos estan en los
granulos citoplasmaticos de los neutréfilos. De ellos, la
Pro 3 da el patrén C-ANCA y la MPO, lactoferrina,
elastasa, catepsina G y lisozima generalmente determi-
nan el patron P-ANCA. Un antigeno de descripcién
maés reciente, el Bactericidal permeability increasing protein
(BPI), constituyente de los granulos primarios de los
neutréfilos y potente antibidtico natural, puede también
originar el patron C- ANCA?®1,

Los C- ANCA (Pro 3) sobre todo y algunos P-ANCA,
en particular MPO, se asocian a vasculitis sistémica.
Las enfermedades maés relacionadas a C-ANCA son la
granulomatosis de Wegener®, la poliarteritis microscé-
picay el sindrome de Churg Strauss, pero hay referen-
cias vinculando ese patron a otras enfermedades, in-
cluido el 97% de los abscesos hepaticos por Entamoeba
histolytica, que también causa vasculitis del colon®.

Patrones, titulos y frecuencia

En el presente estudio encontramos los tres patro-
nes de ANCA, con mayor proporcion de C-ANCA , que
resulta significativa a pesar del nUmero no grande de
muestras. Los titulos fueron bajos, en consonancia con
lo informado por otros, pero siempre iguales 0 mayores
a 1/20 paradescartar falsos positivos. En las enferme-
dades vasculiticas los titulos son generalmente 10y 20
veces mayores.

La literatura relaciona las Ell con los patrones P-
ANCA Yy A-ANCA" con pocas citas de C-ANCA116,
La discrepancia aumenta cuando se trata de otras as-
pectos de la CU, enfermedad que se reconoce como he-
terogénea, con posibles subtipos, distintas causas®!’ y
asociacién con HLA, Es posible que esos desacuerdos

se relacionen con la influencia étnica y ambiental que
es comun en las enfermedades con componentes
autoinmunes. La gran mayoria de los estudios sobre las
Ell provienen del norte de Américay del norte y centro
de Europa. Algunas citas de C-ANCA en Ell proviene
de otras zonas geograficas®?.

En un trabajo sobre CU se ha informado que los sue-
ros BPI positivos, por lo tanto posibles C-ANCA (el es-
tudio no investiga los patrones ), se asocian a la enfer-
medad cuando est4 activa®.

Una variable importante en la determinacion de
ANCA por IF es la dilucién del suero que se estudia.
Cuando se ensayan muestras poco diluidas, menores
de 1/20, los patrones se hacen de dificil definiciény se
pueden generar artificios que parecen resultados posi-
tivos. EIEEC/BCR Group for ANCA Assay Standardization,
en un estudio internacional para estandarizar la detec-
cion de ANCA sélo encontré reproducibles los resulta-
dos de los sueros con titulos altos®. La obra de referen-
cia para métodos de laboratorio de inmunologia clinica
establece una dilucién de partida de los sueros de 1/
20%, Titulos como 1/10 o menores deberian considerar-
se «falsos positivos». Esa es nuestra experiencia perso-
nal. Atribuimos, por ejemplo, la frecuencia inusualmente
alta de este anticuerpo que un estudio informé en pa-
cientes en dialisis, a considerar positivos titulos muy
bajos, como fuera comunicado por uno de nosotros?.

El presente estudio en contré una frecuencia de
ANCA en CU de 28%, lo que esta en el limite inferior del
rango descripto en la literatura, que llega hasta el 85%?.
También en este caso atribuimos una parte de esas fre-
cuencias altas a considerar positivos sueros en dilucio-
nes muy bajas. Eso también puede explicar los informes
gue asocian la actividad de la CU a ANCA+, s6lo en
titulos «altos», como uno que incluye casi un 50% de
muestras con titulo 1/102 ANCAy actividad de la CU.

Como ya se expuso, en el contexto de nuestra defini-
cion de actividad de la enfermedad segin que haya re-
gistro o no de lamismaen la HC dentro de los 60 dias de
la determinacion de ANCA (con la limitacién de la po-
sible exclusién de activaciones histolégicas no investi-
gadas por ser subclinicas) la presencia del autoanti-
cuerpo, independientemente del patrén , se asocia sig-
nificativamente a la actividad de la CU.

Los valores predictivos de los resultados positivo y
negativo (89 y 83% respectivamente) significan el pri-
mero la probabilidad de que un ANCA+ correspondaa
una activacion habida o a haber dentro de los 60 dias, y
el segundo la no actividad en el mismo plazo.

ANCA Yy edad

La edad promedio de los pacientes de este estudio,
59,3 afios, es mayor que la de otros trabajos similares,
debido a que nuestra poblacién hospitalariaincluye un
alto porcentaje de ancianos.

Las edades de los pacientes ANCA+ se distribuyen
en todo el rango etario del grupo, 5 por debajo y 4 por
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encimade laedad promedio, lo que sugiere que la mis-
ma no afecta significativamente la presentacion del an-
ticuerpo. Por otra parte, en un trabajo hecho en ancia-
nos, no encontramos que la desregulacién inmunolégi-
ca que se asocia al envejecer, determinara la presencia
de ANCA en ausencia de patologia®.

Otras variables

No encontramos relacion entre la positividad de
ANCA Yy laantigiiedad del diagnostico de CU.

Con respecto a la variable medicamentosa sélo tres
de los pacientes, los nimero 19, 20y 31(un ANCA+ con
actividad de la enfermedad y dos ANCA- ,inactivos)
tomaron corticoides por periodos variables dentro de
los dos meses anteriores o posteriores a la determina-
ciébn de ANCA.

Otros autoanticuerpos

Lainvestigacion de los otros autoanticuerpos anali-
zados no mostré asociacion significativa con la enfer-
medad ni con su actividad, cosa que es compatible con
la caracteristica de epifendmeno que los mismos tienen
con frecuencia, a diferencia de ANCA que sugiere parti-
cipacion en la patogenia.

En conclusién, ANCA positivo por inmunofluores-
cencia, con titulo igual o mayor de 1/20, independien-
temente del patrén observado, se asocia significativa-
mente a la actividad de la colitis ulcerosa dentro de los
60 dias anteriores o posteriores a su determinacion.
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