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1. INTRODUCCION

21.1. AUTOIMMUNIDAD

La autoinmunidad se encuentra como un mecanismo fisiolégico
b&sico o como epifenémeno en numerosas situaciones patolégicas
del ser humano. Debido a ello ha sido intensamente estudiado
desde gue se reconocié su existencia.

Los importantes adelantos efectuados en inmunologia
celular, biologia molecular y genética han influido
notablemente en el pensamiento  actual acerca de la
autoinmunidad.

Hasta 1900, el dogma central de la inmunologia habia sido que
el sistema inmune no reacciona contra lo propio. Este concepto
descrito originalmente por Ehrlich, como "horror autotoxicus*
puede ser asimilado hoy como la tolerancia inmunolégica a los
componentes propios(l).

Todos los sistemas biol&gicos son susceptibles de error, y los
mecanismos de autorreconocimiento no constituyen ninguna
excepcién al respecto. Como consecuencia de ello, se han
identificado diversas enfermedades en las que se detectan
autoanticuerpos y células T autorreactivas que constituyen 1la
evidencia de un fenémeno autoinmune en ellas(1,2).

Ahora se sabe gque las respuestas autoinmunitarias no son tan
raras como se pensaba y gque no todas las respuestas
autoinmunitarias son dafiinas. De hecho, los conocimientos
actuales enfatizan que algunas formas de respuestas
autoinmunitarias como las respuestas antiidiotipicas contra
los idiotipos propios, son esenciales para la diversificacién
y el funcionamiento normal del sistema inmunitario intacto(1).
Adem&s, en situaciones fisiolégicas como el envejecimiento, se
producen autoanticuerpos a titulos bajos como es el caso de
los antinucleares.

Una respuesta autoinmunitaria anormal puede ser la causa
primaria del dafic a los tejidos en una enfermedad, o un
fenSmeno secundario que es consecuencia de una enfermedad
primaria, o wun trastorno inespecifico comiGn en varias
patologfas autoinmunes gue aparentemente no se relaciona con
la actividad de la enfermedad en cuestién.



ESPECTRO DE LAS ENTERMEDADES AUTOINMNUNES

El espectro de las enfermedades autoinmunitarias es bastante
amplio y se han clasificado cl&sicamente en: A. Generales u
"érgano-inespecificas" y B. Enfermedades "&rgano-especificas".
En estas Gltimas, las respuestas anormales estdn dirigidas
contra un antigeno que es exclusivo de un 6rgano en
particular. Por ejemplo, anticuerpos antitiroglobulina en la
tiroiditis crénica.

Los 6rganos blanco m&s frecuentes en las enfermedades &rgano-
especificas suelen ser: el tiroides, suprarrenales, estéSmago y
péncreas. Por otro lado, las enfermedades Srgano-
inespecificas, que incluyen los llamados trastornos
reumatolégicos, afectan a varios 6rganos a la vez, como la
piel, rifiones, articulaciones, mGsculos y otros(2).

Las enfermedades autoinmunes con frecuencia se traslapan, y
en un mismo individuo tiende a presentarse m&s de un trastorno
autoinmunitario a la vez. Esto se puede observar especialmente
en personas con endocrinopatias autoinmunitarias donde a la
presencia inicial de autoanticuerpos ©6rgano especificos
dirigidos contra una glindula como por ejemplo el tiroides,
se agregan posteriormente otros autoanticuerpos, con
frecuencia anti-células parietales gastricasu,z) -

Las enfermedades autoinmunitarias u &rgano-inespecificas se
caracterizan por respuestas autoinmunitarias dirigidas contra
varios autoantigenos diferentes o <contra determinantes
antigénicos distribuidos ampliamente. En una enfermedad
6rgano~inespecifica dada, por lo general intervienen muchos
antigenos propios, como sucede en el lupus eritematoso
sistémico. Otras enfermedades pueden desarrollarse después de
respuestas inmunitarias anormales contra un solo antigeno
blanco que es compartido por diferentes &rganos. Un ejemplo de
antigenos de este tipo son 1los determinantes de las membranas
basales. El caso tipico es el sindrome de Goodpasture en que
hay afeccién renal y pulmonar por la presencia de anticuerpos
antimembrana basal.

No se sabe qué Cfactores determinan la extensién de las
respuestas autoinmunitarias, el nGmero de autoantigenos que
las inducen o el 6rgano blanco. En muchos casos, no est& claro
si las respuestas autoinmunitarias estan dirigidas contra
antigenos proplos sin modificar o contra antigenos propios que
han sido alterados por agente externos como los virus o los
grupos hapténicos de sustancias diversas.



AGn no se ha establecido un concepto unianime para explicar el
origen Y la patogenia de los diversos trastornos
autoinmunitarios. Los estudios en animales de laboratorio
apoyan la idea de que las enfermedades autoinmunitarias pueden
ser la consecuencia de un amplio espectro de anormalidades
genéticas e inmunolégicas que difieren de un individuo a otro
Y que pueden presentarse en cualquier momento del transcurso
de su vida dependiendo de la presencia de varios factores
desencadenantes tanto exdgenos {virus, bacterias) como
endégenos (hormonas, genes anormales)(1l).

MECANIBMOS INMUNOPATOLOGICOB EN LAS ENYERMEDADES
AUTOINMUNITARIAS

De 1los mecanismos inmunopatolégicos descritos en la
clasificacién de Gell y Coombs, son tres los mas importantes
en la mediacién de las enfermedades autoinmunitarias. En un
trastorno en particular, pueden operar 1 © mis a la vez.

Estos mecanismos varian segGn la localizacién de la enfermedad
en el espectro de OSrgano-especificas o i pecificas. Cuando
el antigeno se 1localiza en un &rgano determinado, 1la
hipersensibilidad tipo II y 1las reacciones mediadas por
células adquieren su maxima importancia. En las enfermedades
érgano-inespecificas el depbsito de complejos inmunes en 1los
lugares de filtracién, tales como pulmones y rifiones, es
asimismo relevante(2).

1. El primer mecanismo, que corresponde al tipo II de 1la
clasificacién de Gell y Coombs, se debe a la actividad del
autoanticuerpo sobre un antigeno ubicado en la superficie de
la célula. Este tltimo corresponde generalmente a estructuras
de la célula, modificadas o sin modificar.

En la mayor parte de los casos la destruccién de las células o
los tejidos sobreviene a causa de la fijacién del complemento
sobre el complejo antigenc-anticuerpo formado en la superficie
celular. En otras ocasiones, el resultado es una citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos, en la gque el anticuerpo
sobre 1la célula sirve de puente para que un linfocito
citoté4xico se adhiera a ella y la destruya.

Como ejemplo de este mecanismo esté&n las anemias hemoliticas,
neutropenias, linfopenias y trombocitopenias autoinmunitarias,
enfermedades antimembrana basal causadas por anticuerpos,
endocrinopatias autoinmunitarias y enfermedades mediadas por
anticuerpos antirreceptores (miastenia grave, enfermedad de
graves). En estos casos, el anticuerpo (generalmente IgG)
compite con el neurotransmisor o la hormona por sus sitios de
unién en la superficie celular. La fijacién del anticuerpo al
receptor puede producir:



A. Bloqueo de 1la funcién por degradacién acelerada del
receptor, como en la miastenia grave

B. Estimulacién de 1la actividad de un receptor en forma
semejante a la normal, como en la enfermedad de Graves y en
ciertos casos de acantosis nigricans;

C. Bloqueo de la unién de la hormona, induciendo de esta forma
resistencia a ella, como en el caso de la diabetes(3)

2. El1 segundo mecanismo consiste en el depésito de complejos
inmunes autoantigeno-autoanticuerpo sobre un tejido no
relacionado (mecanismo de hipersensibilidad tipo IIX en 1la
clasificaciébn de Gell y Coombs). Los complejos formados en los
liquidos intercelulares o en cualquier sitio del organismo,
pasan a la circulacién general y, dependiendo de su tamafio
(determinado por la proporcién entre los 2 reactantes y otros
factores), pueden ser eliminados o circular y depositarse en
los tejidos. De éstos, los m&s afectados son aquellos gque
poseen extensas membranas filtrantes (rifién, pulmén,
articulacién, plexo coroideo). Los factores del complemento,
las células granulociticas y los monocitos son atraidos a los
sitios de depésito de complejos inmunes y su intervencidn
provoca la muerte celular.

3. En el tercer mecanismo, el proceso patolégico es causado
por linfocitos T sensibilizados contra un tejido propio. Estos
linfocitos producen lesjones tisulares por mecanismos que aGn
no se comprenden completamente, Yy es probable que en ellos
intervenga la liberacién de linfocinas destructoras, o que
estas sustancias sirvan para atraer otros tipos de cé&lulas a
la lesién, las cuales a su vez producen inflamacién
destructora(d4).

TEORIAS DE INDUCCION DE TOLEBRANCIA

Los primeros estudios demostraron dque 1la tolerancia a lo
propio se adquiere a través de un proceso active en el que
interviene un contacto directo entre los componentes propios y
las células reactivas antigeno especificas.,

Existen 2 formas de tolerancia: central y periférica. En las
formas centrales no se producen anticuerpos después de
presentarse el antigeno, ya que los inmunocitos responsables
estan ausentes (delecién clonal) o son silenciados
directamente (anergia clonal).

En las formas periféricas, inicialmente se pr una pequefia
cantidad de anticuerpos; pero entonces, a causa de 1la
expresién de mecanismos supresores (cé&lulas T supresora,
anticuerpos antiidiotipicos y complejos inmunitarios), 1la
produccién de anticuerpos disminuye mucho o cesa del todo(l).
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Normalmente las clonas virgenes de inmunocitos circulan en el
organismo esperando el contacto con sus antigenos especificos.
Cuando ello sucede, experimentan una transformacién bléstica y
se dividen repetidas veces para producir miles de células
descendientes con la misma especificidad, constituyendo asi
una clona(S).

La teorfa de "seleccién clonal® de Burnet propone que la
tolerancia inmunitaria a los antigenos propios es favorecida
por un mecanismo que hace que los inmunocitos autorreactivos
fetales, en vez de activarse, sean destruidos por contacto con
su autoantigeno especifico (delecién clonal) en esa etapa.
Para el desarrollo de la enfermedad autoinmunitaria, Burnet
sugirié que 1los linfocitos precursores comprometidos con
antigenos no propios pero semejantes a los antigenos propios,
mutan durante su multiplicacién y forman accidentalmente
linfocitos reactivos a lo propio(1).

Nossal, propuso que en alguna etapa de su diferenciacién de
células primitivas a células precursoras maduras formadoras de
anticuerpos, los linfocitos B atraviesan una fase durante la
cual el contacto con un antigeno (endégeno o exbgeno) sélo
induce tolerancia y no inmunidad. Esta fase se conoce como la
"fase sensible a la tolerancia" -3 "fase paralizable
obligatoria”(1). ‘

Otros estudios han demostrado la facilidad para inducir
tolerancia en células esplénicas neonatales y células de
médula &sea de recién nacidos y adultos con una resistencia
concomitante a la induccién de tolerancia en esplenocitos
adultos. Los Dbazos de animales adultos contienen una
subpoblacién pequefia de células B inmaduras que pueden hacerse
tolerantes con tanta facilidad como las células B neonatales.
Este hecho sugiere que la facilidad para inducir tolerancia no
es propiedad finica de células neonatales sino de células B
inmaduras, en general, gque se producen de manera continua
durante toda la vida(6).

Aunque el aborto o anergia clonal, asi como el blogueo por
antigeno, pueden ser medios importantes por 1los cuales se
logra la tolerancia a lo propio, estudios adicionales sugieren
que la ausencia de reacciones autoinmunitarias puede ser
consecuencia, cuando menos en parte, de una supresién activa y
continua ejercida periféricamente por las subpoblaciones de
células T llamadas "Células T supresoras". En estos casos, las
células T supresoras pueden tener determinantes
antiidiotipicos para interactuar con la célula B que porta el
idiotipo complementario y silenciarla, o pueden antagonizar la
accién de un linfocito T cooperador(7).



A pesar de que se ha comprobado bien la actividad bjiolégica de
las células T supr la d ién de tolerancia y en
la regulacién de respuestas contra antigenos convencionales,
antigenos de trasplantes, etc; aln no se conoce la importancia
de estas células en la induccién de tolerancia a autoantigenos
Yy en la prevencién de resp tas autoi . Sin embargo, se
ha demostrado que el agotamiento de células T supresoras in
vitro por exposicién a anticuerpos anti I-J(determinantes
presentes en las células T supresoras, pero nho en las
colaboradoras) provoca una respuesta esponténea de
autoanticuerpos muy importantes y aumenta la reaccién en el
cultivo mixto de linfocitos autélogos(l,7).

Se sugieren también otros mecanismos de supresién mediada por
anticuerpos o por complejos inmunitarios que incluyen:

A. El antigeno recubierto o enmascarado por el anticuerpo,
blogquea el reconocimiento por los linfocitos portadores del
receptor para dicho antigeno.

B. La activacisén de las células T supresoras que tienen el
receptor para Fc de la IgG, con la liberacién subsecuente de
factores solubles que suprimen a las células T cooperadoras, Y
C. La estimulaci6én directa de las células B con receptores Fc
para secretar factores supresores solubles.

De todo lo anterior se puede deducir que existe una diversidad
de medios para inducir tolerancia o no respuesta. Algunos
inhiben 1las respuestas inmunitarias por la via central al
paralizar o silenciar a 1las células respondedoras, otros
actGan periféri por ducto de anticuerpos o de
células supresoras. No obstante, estos mecanismos no deben
considerarse como mutuamente excluyentes. En realidad, parece
factible que las diferentes formas del estado de tolerancia
son el producto de mecanismos distintos y que varios de estos
mecanismos pueden operar al mismo tiempo. Asf como los
antigenos propios existen en diversas formas -
concentraciones, es comprensible gque lo mismo puede ocurrir
con la tolerancia fisiolégica a lo propio(1l).

Revisando las evidencias disponibles se debe argumentar que
las . enfermedades autoinmunes espont&neas resultan de un
complejo multifactorial. Factores inmunolégicos, genéticos,
hormonales, virales y otros, que intervienen en forma
independiente o de manera sincronizada entre ellos.

FACTORES INMUNOLOGICOS EM LAS ENFERMEDADES AUTOINNUNES
Entre los factores inmunolégicos que pueden dar lugar a la
autoinmunidad se cuentan:



1. LIBERACION DE ANTIGENOS SECUESTRADOS:

Algunos tejidos, como el cristalino y el testiculo tienen poco
contactoe con la circulacién, de manera gque sus antigenos se
consideran secuestrados dentro del O&rgane, ya gue estén
apartados del contacto con el sistema linforreticular. Esto
permite que se establezca la tolerancia inmunolégica a nivel
de las células T o B. Sin embargo, cualgquier lesién tisular
que permita que el antigeno sea expuesto mis tarde durante la
vida, podria dar oportunidad para la formacién de
autoanticuerpos. Por ejemplo, la formacién de autoanticuerpos
contra el esperma después de la vasectomfa, contra los
cristalinos después de una lesién ocular, etc. En la mayoria
de los casos, la respuesta auteoinmunitaria es transitoria y es
probable gque desaparezca antes de manifestar sintomas
clinicos. Al parecer, una enfermedad autoinmune progresiva
requiere un antigeno persistente que sea presentado en forma
inmunégena.

S (o} 10 c s S0
Las respuestas inmunitarias son normalmente reguladas por’
interacciones complejas de 1las células cooperadoras Yy
supresoras y sus productos solubles. De lo anterior, se deriva
que la pérdida de la actividad de una subpoblacién de células
T supresoras especificas para un autoantigeno, o la pé&rdida no
especifica de esta clase de células podria tener como
consecuencia la aparicién espontdnea de autoanticuerpos. No
obstante, la validez de este concepto es discutido por varias
razones:
A. Es muy diffcil fundamentar la forma en que un defecto
generalizado de 1las células T pueda manifestarse como una
enfermedad autoinmunitaria érganc-especifica, y
B. Es igualmente d4dificil fundamentar la forma en dgue la
eliminacién, reduccién o disfuncién de una subpoblacién muy
pequefia de células T supresoras gque disminuye la actividad de
clonas de inmunocitos especificos pueda expresarse en el
comportamiento total de las células T supresoras(7).
C. La existencia de las células T supresoras actualmente estd
sujeta a discusién. Algunos inmunélogos proponen que aungue
existe una actividad suprescra, é&sta no necesariamente se
encuentra asociada a una subpoblacién celular en particular,
sino que la mayor actividad de los linfocitos Thl o la mayor
liveracién de sus productos (interferén-gamma e IL-10
principalmente)} influyen negativamente sobre la produccién de
anticuerpos(que son estimulados por las células Th2).

La disminucién numérica ¢ funcional de 1las cé&lulas T
supresoras totales como factor patogénico en las enfermedades
autoinmunitarias generalizadas, est& aun en discusién.



Algunos estudios hacen dudar que un defecto generalizado de
las células T supresoras o la presencia de anticuerpos
timocitotéxicos naturales sean causa de la autoinmunidad. Tal
vez cuando se disponga de técnicas m&s sofisticadas que
permitan inducir experimentalmente la eliminaciédn especifica
in vivo de las células T supresoras especificas para un
autoantigeno, se logre aclarar la funcién de las células T
supresoras en la autoinmunidad(l).

C. (o] V] CELU

ANTIGENICO:

Es un hecho que la mayor parte de las respuestas inmunitarias
requieren de la participacién de las células T cooperadoras
con las células B. Se ha propuesto que la no respuesta a lo
propio es mantenida por una autotolerancia a nivel de 1la
célula T cooperadora. En la activacién de tales células por
antigenos no propios que dan reaccién cruzada con los propios,
las células B existentes no tolerantes a lo propio pueden ser
activadas para producir autoanticuerpos. Este concepto deriva
del trabajo de Weigle y cols(8) quiénes encontraron gque las
células T y B tienen diferentes reguerimientos en 1la
concentracién de antigeno para la induccién de tolerancia y
que el escape a partir de un estado tolerante se presenta m&s
rapidamente a nivel de cé&lulas T.

Es probable que un nueve determinante acarreador para el cual
no se ha establecido tolerancia pase por alto a las células T
tolerantes y las induzca a colaborar con las cé&lulas B no
tolerantes a lo propio para producir autoanticuerpos.

Un acarreador nuevo podria surgir de alguna modificacién de la
molécula propia, por ejemplo, defectos en 1la sintesis o
anormalidades en la degradacién lisosémica, lo cual produce
un producto fraccionado y expone nuevos grupos; la combinacién
con un medicamento; la asociacién con un antigeno nuevo que
los medicamentos o los virus han inducido sobre la célula; o
como resultado de la pr ia de antig 6 de
reactividad cruzada que proporcionan el nuevo acarreador con
capacidad para provocar la formacién de autoanticuerpos(i).

4. DEFECTOS TIMICOS

El timo, por medio de su microambiente epitelial y de sus
células gigantes alimentadoras, asi como de la secrecién de
hormonas (timopoyetina, timosina) es esencial para 1la
diferenciacién de las «células T y sus subpoblaciones
cooperadora, supresora y citotéxica. No est& claro si 1la
autoinmunidad generalizada (como la del 1lupus eritematoso
sistémico) pued ser ia de anormalidades timicas
intrinsecas, aunque se han descrito una diversidad de
anormalidades hormonales del timo relacionadas con patologia
autoinmune.




An&lisis moleculares actuales y futuros del desarrollo
ontogénico de este &rgano, y de la integridad estructural de
los receptores de células T para los antigenos podran
proporcionar mayor informacién sobre el papel del timo y las
células T en la patogenia autoinmune(1).

2. ACTIVADORES. EXOGENOS POLICLONALES DE CELULAG B

La caracteristica fundamental de muchas, sino de todas las
enfermedades autoinmunitarias, es la sintesis de anticuerpos
por las células B contra antigenos propios. Aunque esta
anormalidad puede ser secundaria a defectos de la cé&lula T,
también debe considerarse la posibilidad alterna de que uno o
mas defectos de la célula B sean la causa primaria de la
autoinmunidad. Las deficiencias de las células B podrian
inducir en forma secundaria, anormalidades de las células T
que también contribuirian a acelerar el proceso patolégico.
Los defectos de las células B pueden ser intrinsecos y de
origen genético. Por ejemplo, la capacidad de ciertas clonas
- de células B autorreactivas para responder con exag ién a
diversos estimulos. En otros casos, los activadores pueden ser
extrinsecos, por ejemplo, los mitégenos endb6genos o exdgenos
llamados "activadores policlonales",

La hipétesis de que los activadores policlonales de las
células B pueden inducir la produccién de autédanticuerpos se
basa en la existencia de células B en el organismo que no son
tolerantes a lo propio y en la capacidad de los mitégenos para
estimular las células B ya sea directamente o sustituyendo a
las células T cooperadoras.

Activadores policlonales de linfocitos B:
Lipopolisacdridos (LPS)

PPD

Proteina A de Staphylococcus aureaus

Mitégeno hidrosoluble de Nocardia

Lipido A asociado a proteinas

2-Mercaptoetanol (2-ME)

Alfa-Tioglicerol

Linfocinas derivadas de macr&6fagos y de células T
Fragmento Fc de las inmunoglobulinas

Enzimas proteoliticas como tripsina

Polianiones, por ejemplo, sulfato de dextrAn
Antibiéticos: nistatina y anfotericina B

Mycoplasma

Algunos virus y componentes virales (EBV, gp70, sarampién)
Par&sitos (Trypanosoma brucel, Trypanosoma cruzi, Plasmodium
malarie).



6. DEFECTO DE LOS MAGCROFAGOS

Hay muy poca informacién sobre el estado funcional de las
células fagociticas mononucleares en los trastornos
autoinmunitarios. En los seres humanos con estos trastornos
se ha descrito una disminucién in vivo de la depuracién de
complejos inmunes, como los eritrocitos sensibilizados con su

anticuerpos.
En la actualidad aGn no estd claro si éste es un defecto
primario consecutivo a la disminucién del nGmero de

receptores Fc y/o su funciébn, o es secundario a la ocupacién
de los receptores por complejos inmunes circulantes. Ademis
de los receptores Fc, en los Gltimos afios se han descubierto
defectos en el nGmero de receptores CR1 que se encuentran en
la superficie de eritrocitos de pacientes con enfermedades
autoinmunes tales como lupus y artritis reumatoide. Al igual
que los defectos en los receptores Fc, no se sabe si es un
problema primario, o consecutivo a la enfermedad(l).

2. EXPRESION ABERRANTE DE LOS ANTIGENOS DEL COMPLEJO MAYOR DE

HISTOCOMPATIBILIDAD (CMH) CLASE IT

Se ha pensadoc que en 1la patcgenia de las enfermedades
autoinmunes participan variaciones genéticas o inducidas de
moléculas no modificadas HLA-DR. La expresién aumentada de
moléculas DR por células presentadoras de antigeno, puede
desencadenar reacciones autélogas intensas de linfocitos
cuyas linfocinas pueden inducir la diferenciacién de células B
activadas por autoantigenos. De manera alterna(9), también se
pueden expresar en forma ectépica antigenos CMH clase I o II,
permitiendo en consecuencia, que se acumulen en estos sitios
células T cooperadoras/inductoras o citotéxicas. Mediante
inmunofluorescencia indirecta(IFI) Yy con anticuerpos
monoclonales anti-DR, se encontré que el epitelio normal de la
tiroides no expresa antigenos DR. En contraste, en la mayoria
de las tiroides de pacientes con enfermedad de Graves se
demostré tincién alta de células epiteliales para este
antigeno. La produccién aberrante de antigenos DR expone 1los
antigenos de histocompatibilidad clase II que requieren 1los
linfocitos cooperadores para reconocer al antigeno. No se
conocen los mecanismos que causan la expresién aberrante de
antigenos DR. Se ha comprobado gque el interferén podria
activar 1la expresién de moléculas DR sobre membranas de
células epiteliales vy, en consecuencia, permitir el
reconocimiento de autoantigenos tiroideos por células T.

8, DEFECTOS EN LA PRODUCCION Y RESPUESTA A_SENALES ACCESORIAS
Se sabe gue al igual que la célula T, una célula B en reposo
se transforma en una clona de cé&lulas gque secretan

inmunoglobulinas, 86lo después de una serie de fenémenos de
proliferacién y diferenciacién.
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En general, las células B en rep itan do 3
diferentes sefiales para generar clonas de células productoras
de anticuerpos en respuestas dependientes (TD) o
independientes(Tl). Para respuestas TD se genera una sefial
cuando las TH reconocen los determinantes DR junto con el
antigeno en 1la superficie de la célula B; otra se genera
cuando la célula B reconoce especificamente al antigeno
(hapteno) a través de la inmunoglobulina de superficie. Estas
2 sefiales se necesitan para activar a las células B en reposo.
En ese momento, las cé&lulas B activadas adquieren receptores
para una tercera sefial independiente de antigenos derivados de
las células TH.

En el caso de los antigenos TI, el requerimiento de la sefial
TH restringida por CMH es innecesario debido a la actividad
policlonal de antigenos TI de clase I (lipopolisacaridos), o
por unién cruzada de 1los receptores de antigenos de las
células B por antigenos multivalentes TI clase 2 (ficoll).

A pesar de brincar el paso restringido por CMH, se necesitan
factores derivados de TH inespecificos para las respuestas a
los antigenos TI. Por consiguiente, se reguieren seflales
inespecificas de antigenos provenientes de TH como via comGn
final en la activaciétn de células B por antigenos TD y TI.
Algunos estudios sugieren que los factores TH que actGan en
las células B pueden clasificarse en 2 grupos:-

A. Factores de crecimiento de células B (como IL-4 e IL-S),
que estimulan la preoliferacidn.

B. Factores de diferenciacion de cé&lulas B (como IL-6), que
estimulan la maduracién y secrecién de inmunoglobulinas.

La proliferacién y la diferenciacién son fenémenos que se
controlan en forma independiente.

De todo 1lo anterior resulta obvio que los defectos en los
requerimientos de sefiales sobre la produccién de factores o
las respuestas anormales de células B a estos factores pueden
ocasionar hipergamaglobulinemia, produccién de
autoanticuerpos, Yy por Gltimo, enfermedades autoinmunes
generalizadas(1).

2. DEFECTOS EN LA RED IDIOTIPO-ANTIIDIOTIRO

Normalmente, los receptores de los linfocitos T y B y, ademis,
los preoductos solubles de estos Gltimos, pueden expresar
determinantes idiotipicos o antiidiotipicos mediante 1los
cuales se regulan las respuestas autoinmunitarias. Los
anticuerpos antiidiotipicos pueden suprimir o amplificar las
respuestas inmunitarias.
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Un anticuerpo dado, asi como un autoanticuerpo, podria
observarse como el producto tanto de la estimulacién original
por el antigeno, como de la estimulacién por antiidiotipo que
puede imitar la accién del antigeno,

De <todo esto es posible deducir que las respuestas
autoinmunitarias pueden ser consecuencia de defectos en 1la
inmunorregulacién que permiten una subproduccién o
sobreproduccién de anticuerpos antiidiotipicos. Tales
deficiencias permitirfan una formacién no supervisada de
autoanticuerpos, o una estimulacién ciclica de idiotipo en
ausencia del antigeno provocador. Por Gltimo, los defectos
deben estar en conexién con el circuito célula cooperadora
para B, célula T supresora y sus idiotipos y antiidiotipos
(1).

En resumen, una diversidad de deficiencias inmunolégicas de
las células T y B pueden provocar la expresién de
manifestaciones autoinmunitarias transitorias o permanentes.
Ninguno de estos mecanismos excluye a los otros; de hecho, es
probable una accién conjunta, ya que 1los defectos del
componente de la célula T son reflejados por la cé&lula B y
visceversa. Algunas de estas anorpalidades, como las que
ocurren en las células supresoras o las cooperadoras pueden
ser operativas en la enfermedad autoinmunitaria 6&rgano-—
egpecifica o an la inespecifica, en tanto que otros, como los
activadores policlonales de la célula B y la involucién timica
temprana, cuyos efectos no son especificos de érgano, podrian
relacionarse con nés propiedad a las enfermedades
generalizadas(1).

PACTORES GENETICOS EN LAS ENFPERMEDADES AUTOINNUNES

Los genes que codifican para la magnitud y la naturaleza de
las respuestas inmunitarias a los antigenos, son 1los que
podrian determinar 1la susceptibilidad al desarrollo de
autoinmunidad. Son los genes CMH y los genes que codifican
para los receptores de antigenc en células T y B. Con respecto
a las enfermedades autoinmunitarias, se han descrite
asocliaciones entre 1la incidencia de algunas enfermedades
autoinmunes y la expresién de ciertos genes del CMH o de
alotipos de las inmunoglobulinas. Después de revisar el gran
namero de estudios disponibles, se debe concluir que 1la
mayoria de los padecimientos autoinmunitarios, por lo menos,
en las poblaciones cauc&sicas, est&n asociados aunque no en un
grado muy alto, con los antigenos DR2, DR3, DR4 y DR5,

Es posible que las asociaciones encontradas para las
poblaciones caucisicas no ocurran en otros grupos é&tnicos y
visceversa.
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Ademds, no se han observado asociaciones uniformes entre
pacientes clasificados como afectados por “enfermedades
autoinmunitarias 6érgano-inespecificas™ con los afectados por
venfermedades autoinmunitarias generalizadas", lo que sugiere,
que cada trastorno autoinmunitario tiene, cuando menos en
parte, un fondo genético distinto, aungue con frecuencia puede
verse la expresién simultinea de mGltiples padecimientos
autoinmunitarios é&rgano-especificos con hallazgos serolégicos
traslapados en un mismo individuo. No se conocen los factores
genéticos, ambientales e inmunolégicos que predispongan a
estas anormalidades combinadas(1).

Tambi&én es conocide que muchas enfermedades autoinmunitarias
afectan m&s al sexo femenino, lo que sugiere, un posible
ligamiento con el cr X, T esta relac’én puede
deberse a factores hormonales(l).

AGn no se aclara como podrian participar los genes del CMH en
la susceptibilidad a 1la enfermedad. Las posibilidades a
considerar incluyen efectos en la magnitud de las respuestas
humoral y «celular y en 1la inmunorregulacién (funcién
colaboradora, supresora, de las células T); influencias
metabblicas especialmente de hormonas esteroides; y efectos en
el manejo de antigenos por células fagociticas.

Con modelos animales se ha podido comprobar que algunos genes
que codifican para las regiones variables(V) y constantes(C)
de las inmunoglobulinas, también tienen una asociacién clara
con algunos trastornos particulares, incluyendo enfermedades
autoinmunitarias; por ejemplo, 1la expresién de factores
reumatoides en cruzas de ratones 129 y C57BL/6 depende en
parte de un gen ligado al locus C(1).

Ya que los determinantes idiotipicos en las membranas de los
linfocitos parecen tener funciones muy importantes en 1la
regulacién inmunitaria, el desarrollo de técnicas para su
valoraci6én, tales como 1la tecnologia de los hibridomas que
hacen posible 1la obtenciétn de idiotipos y antiidiotipoes
monoclonales, pueden proveer nuevas formas de mejorar el
anflisis genético de los trastornos autcinmunitarios(1i).

PACTORBS HORMOMALES EM LA AUTOINMUNIDAD

Las hormonas sexuales, asl como los genes ligados al cromosoma
X o Y pueden influir en la expresién de las enfermedades
autoinmunitarias. Es bien conocide que las hormonas de las
gl&ndulas hipéfisis, tiroides, paratiroides, suprarrenales y
gbnadas afectan la homeostasis del sistema 1linfoide y por
tanto, también afectan las respuestas a los antigenos.
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EstAn establecidos muchos de los efectos de las génadas sobre
la respuesta inmunitaria y sobre la enfermedad autoinmune. En
general, las personas del sexo femenino son mucho més
susceptibles a la mayor parte de las enfermedades del tejido
conectivo que los del sexo masculino. La explicacién para esta
diferencia sexual no estd clara, pero los estudios
experimentales y clinicos tienden a implicar, por lo menos en
parte, a las hormonas sexuales femeninas mi&s que a los genes
asociados al cromosoma X(1,2)

Los conocimientos actuales sugieren gque la estimulacién
estrogénica crénica interviene de manera importante en 1la
prevalencia del 1lupus eritematosv generalizado en les
individuos del sexo femenino.

FACTORES VIRALES EN LA AUTOINMUNIDAD

Los virus pueden adquirirse por transmisién horizontal o
vertical Yy pueden promover reacciones autoinmunitarias
mediante varios mecanismos. Entre ellos, 1la activacién
policlenal de células B; la liberacién de organelos
subcelulares después de un ciclo litico viral; fen6menos de
reconocimiento asociativo(la insercién de antigenos virales en
las membranas celulares provoca reacciones contra componentes
propios preexistentes); y alteraciones de la inmunoregulacién
como la funcién supresora.

Entre los virus humanos, el virus de Epstein-Barr(EBV) es el
que se relaciona m&s frecuentemente con las enfermedades
autoinmunitarias debido a su ubicuidad, persistencia vy
capacidad para actuar sobre el sistema inmunolégico. Por
ejemplo, el EBV actGGa como un activador policlonal de 1las
¢élulas B gue estimula su mitosis y 1la secrecién de
inmunoglobulinas, y favorece la sintesis de autoanticuerpos,
especialmente el factor reumatoide durante el curso de 1la
infeccién primaria.

Se ha implicado a otros virus como agentes causales y/o
desencadenantes de enfermedades autoinmunitarias humanas:
mixovirus, virus de la hepatitis, citomegalovirus, retrovirus
y otros. La mayoria de estos virus inducen produccién de
autoanticuerpos durante las infecciones naturales, las que
también pueden presentar caracteristicas inmunopatolégicas
semejantes a las de una enfermedad autoinmunitaria, incluyendo
vasculitis y glomerulonefritis. Estas, al parecer son causadas
m&s bien por complejos inmunes virus-anticuerpe viral
especifico, gque por complejos antigeno-autoanticuerpo.
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En general, los virus, mediante su potencial como activadores
policlonales de células B, su capacidad citolitica, sus
posibles tropismos por algunas subpoblaciones de células
linfoides y su probable capacidad para asociarse con los
autcoantigenos y convertirlos en antigenos extrafios, pueden
inducir respuestas aberrantes vy autoagresién, con el
desarrollo poasterior de manifestaciones autoinmunitarias. 8in
embargo, para la expresién de las manifestaciones
inmunopatolfgicas se necesita la presencia de un terrenoc
genético predisponente previo{1}.

En el caso de la investigacién gque nos ocupa, hemos tomado
como sujeto de estudic a pacientes con lupus eritematoso
sistémico(LES), por ser la enfermedad autoinmune mas
reconocida, donde se producen autoanticuerpos contra una gran
variedad de antigenos propios. Es probable entonces, gue en
estos pacientes se puedan encontrar los anticuerpos
anticitoplasma de neutréfilos, tan relacionados con las
vasculitis como comentaremos més adelante.

1.2. LUPUS ERITEMATOHO SIBTEMICO

Se trata de una enfermedad inflamatoria croénica generalizada,
con mucha variabilidad en la presentacitn clinicas de los
pacientes, y que sigue un curso de exacerbaciones y remisiones
alternadas. lLa afeccién de mGltiples &érganos es caracteristica
durante los periodes de actividad de la enfermedad.

Aungue es considerada el prototipo de una enfermedad
autoinmune y se presume que los mecanismos de dafio tisular y
de Organos sistémicos es de naturaleza inmunitaria, la
verdadera causa de la enfermedad es desconocida(2). BAfecta
predominantemente a2 mujeres (8:1) en edad reproductiva, sin
embargo, la edad de comienzo fluctGa entre 2 y 90 afios., La
frecuencia es mayor en individuos no caucéasicos
(principalmente los de raza negra) gue en los sujetos de raza
blanca. Un rango ordenado de frecuencia probablemente seria
asi: Negros-Chinos~Latinos-Asiiticos-Blancos{2).

PATOGENIA

El descubrimiento del fenémeno LE del lupus eritematoso por
Hargraves et al. en 1948 marcé el principio de la era moderna
en la investigacién de la patogenia de la enfermedad; esto
condujo al descubrimiento de anticuerpos antinucleares en el
suero de enfermos con LES. Estudios posteriores establecieron
la importancia de los complejos inmunitarios gue contenfan
antigenos nucleares, especialmente DNA, en la produccién de
glomerulonefritis(GN) lGpica(1).
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La reduccién del complemento en el suero y la presencia de
anticuerpos anti-DNA de doble hélice(ds) son actualmente
correlaciones rutinarias de laboratorio en el LES activo.

En su patogenia, el mecanismo de dafio que se considera mas
importante es la hipersensibilidad tipo III con el depésito de
complejos inmunes formados por los autoanticuerpos que
conducen a vasculitis y otros procesos inflamatorios(2).

Los anticuerpos linfocitotéxicos (con especificidad
predominante para los linfocitos T) ocurren en la mayoria de
los pacientes con LES y son capaces de destruir los linfocitos
T en presencia de complemento, especialmente cuando pertenecen
a la clase IgM. Por otra parte, al recubrir las células T de
sangre periférica pueden interferir en la tipificacién de los
HLA y otras caracteristicas de membrana, adem&s de alterar
actividades funcionales como la respuesta proliferativa a los
aloantigenos. Estos anticuerpos tienen especificidad por 1los
antigenos de superficie de 1las células T y pueden ser
liberados de 1la superficie de 1los linfocitos en forma de
complejos antigeno-anticuerpo especificos; tales complejos
pueden a su vez fijarse y bloguear la funcién de otros
linfocitos, o pueden contribuir al depésito general de
complejos inmunes de esta enfermedad que conduce a vasculitis
Yy nefritis(l). Se encuentra una gran variedad de otros
autoanticuerpos en el LES. Son frecuentes los antieritrocitos,
antiplaquetas, y antineutr6filos. Con menor frecuencia, los
antimGsculo 1liso, antimitocondria, antifosfolipidos, contra
factores de la coagulacién y contra ciertos 6rganos como
rifisn, corazén y pulmén.

El estudio de cierto nGmero de familias ha demostrado 1la
existencia de susceptibilidad determinada genéticamente al
desarrollo de LES. En parte, la formacién de anticuerpos esta
determinada genéticamente; por ejemplo, es mids probable, que
los pacientes HLA-DR2 produzcan anticuerpos anti-DNA-ds, en
tanto que quiénes tienen HLA-DR3 y HLA-DR7 producen.
anticuerpos anti-ss-A(1).

La adisminucién de los niveles séricos del complemento es una
caracteristica predominante del LES activo, y se debe en gran
medida a consumo por parte de los numerosos complejos

antigeno-anticuerpo. También est& relacionada con una
deficiencia genética de algunos componentes del complemento,
que se presenta con mayor fr ia en los pacient de LES

que en la poblacién general. Cerca del 6% de ellos son
heterccigotos para la deficiencia de €2, comparado con el 1%
de la poblacién normal.
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108 receptores de C3b en la superficie de los eritrocitos
(CR1) est&n reducidos en el LES. Inicialmente se pensé que
esto se debia a una deficiencia genética, pero estudios
posteriores han revelado gue es un factor secundario a la
enfermedad{2).

También se han reportade deficiencias en la capacidad de
aclaramientc de complejos inmunes circulantes en el LES, tanto
por su cantidad excesiva como por alteraciones asccladas de la
fagocitosis que atGn no estin bien definidas.

En el laboratorio clinico 1la anormalidad de la respuesta
inmune celular y bumoral se evidencia en la linfopenia,
hipergamaglobullnemla, disminucién de niveles del complemento
Y presencia de autcanticuerpos mGltiples en el suero de los
pacientes.

ETIOLOGIA

La verdadera etiologia del LES no es conocida con certeza, sin
embargo, se han sugerido algunos mecanismos o combinaciones de
mecanismos gque pueden hacer surgir el lupus en el ser humano:
1. Fallas inmunorregulatorias determinadas genéticamente, por
ejemplo, dafio en el circuito de supresién para la produccidn
de anticuerpos.

2. Alteracidn de la capacidad para reparar fragmentos de DNA.
3. Influencias estrogénicas en el reconocimiente de lo propio
Y quizi, en la regqulacién de anticuerpos.

4. Factores desencadenantes tales como drogas, agentes
infecciosos, estrés y otros.

Existe la impresién de gue una infeccién viral o bacteriana
precede a la activacién de la enfermedad en una gran parte de
los casos. Sin embargo, los sintomas de una infecciébn viral
(fiebre, malestar, escalofrios, artralgias} son producidos en
gran medida por el interferén-gamma, el cual, es un mediador
que podrfa ser el precursor real de la desestabilizacién
inmunolégica y no del proceso infeccioso en si(2).

CARACTERISTICAB CLINICAS

El Lupus Eritematoso generalizado se presenta con un patrén
clinico muy heterogéneo. El comienzo puede ser agudo o
insidioso. Los sintomas generales incluyen fiebre, pérdida de
peso, malestar Yy letargo. Cualguier &érganc de cualgquier
sistema puede estar afectado, pero los mis frecuentes son:

1. PIEL: La 1lesién cutinea was comin es una erupcién
eritematosa que afecta zonas del cuerpo expuestas de manera
crénica a la luz ultravioleta.
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Relativamente pocos pacientes presentan la erupcién cl&sica en
"alas de mariposa" sobre las eminencias malares. Son comunes
las lesiones vasculiticas, que varfan desde la pGrpura
palpable al infarto digital., Ademds, se pueden observar una
gran variedad de lesiones como vesiculas, manchas de pGrpura,
urticaria, edema angioneurético, manchas de vitiligo, nédulos
subcutaneos y engrosamientos difusos de la piel.

2. ARTICULACIONES Y MUSCULOS: La poliartralgia o artritis es
la manifestacién m&s comGn del LES (90%). La artritis es
simétrica y puede afectar casi cualquier articulacisén del
cuerpo. La necrosis avascular ésea es un hallazgo frecuente en
el LEs, tanto por la enfermedad misma como por la
administracidén de corticosteroides gque son los agentes
terapéuticos m&s importantes en estos pacientes. También son
comunes las mialgias con o sin miositis franca.

3. MEMBRANAS SEROSAS: El derrame pleural es una manifestacién
frecuente, de poca monta por lo general. La pericarditis es la
forma mas comlGn de afeccién cardiaca y puede ser la primera
manifestacién de LES. La peritonitis por si{ sola resulta rara
aungue 5 a 10% de los enfermos con pleuritis y pericarditis
tienen peritonitis concomitante.

4, PULMON: La forma mds comGn de afeccién pulmonar ldpica es
la enfermedad pulmonar intersticial restrictiva que puede ser

a veces asintom&tica e identificable s6lo mediante pruebas de
funcién pulmopar. Otras manifestaciones pulmonares pueden ser
hipertensidn pulmonar, hemorragia alveolar, neumotdrax,
hemotérax y vasculitis.

5. CORAZON: La miocarditis es poco frecuente, pero cuando se
presenta puede llevar a la insuficiencia cardfaca congestiva
con, taquicardia, ritmo de galope y cardiomegalia. Pueden
presentarse alteraciones en las valvulas cardiacas, y cada vez
se descubren con mayor frecuencia coronariopatias,
posiblemente relacionadas con la corticoterapia.

6. RINON: La nefritis constituye una caracteristica frecuente
y grave de los enfermos con LES. Se ha encontrado gue hasta el
75% de los pacientes tienen esta complicacién en la necropsia.
Hay 4 patrones de lesién renal con caracteristicas
histolégicas precisas: la glomerulonefritis mesangial,
glomerulonefritis focal, glomerulonefritis proliferativa
difusa, y glomerulonefritis membranosa. La mayor parte de
estas lesicnes 1llevan al paciente a la insuficiencia renal
crénica en algiGn momentc de su vida.
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7. SISTEMA NERVIOSO: Los trastornos de conducta, la psicosis o
la depresién, constituyen manifestaciones comunes de afeccién
del sistema nervioso central. Pueden presentarse también una
variedad de sintomas de dafio orginico como convulsiones,
par§lisis de 1los nervios craneales, meningitis aséptica,
migrafia, neuritis periférica y accidente vascular cerebral,
entre otros..

8. APARATO DIGESTIVO: Con poca frecuencia se puede presentar
ulceracién gastrointestinal debida a la vasculitis, asi mismo
la pancreatitis y la hepatitis aguda y crénica.

9. SISTEMA VASCULAR: La 1lesién histolégica caracteristica en
el LES activo es la vasculitis de pequefios vasos, que puede
afectar a cualquier 6rgano. A nivel de 1la piel, las
manifestaciones de su presencia incluyen hemorragias en
astilla, oclusiones periungueales, infartos de 1la pulpa
digital y filceras atréficas. Las gastrointestinales son dolor
abdominal, diarrea, hemorragia, pancreatitis, y colecistitis.
La neuropatfia periférica en "media y guante" que suele
encontrarse en el LES se debe a vasculitis de 1los vasa
hervorum. También hay arteritis de vasos medianos, que incluye
arterias de m&s de 1 mm de didmetro. Las manifestaciones
varfan desde el infarto (intestinal, pulmonar, <cerebral), a
las trombosis profundas y accidentes cerebrovasculares.

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

A nivel de laboratoric clinico inmunolégico, como ya se ha
mencionado, se encuentra hipergamaglobulinemia, disminucién de
niveles de factores del complemento, Y presencia de
autoanticuerpos diversos en el suero (cuadro 1). Entre estos
filtimos tenemos:

Anticuerpos antinucleares(ANA): Las inmunoglobulinas de todas
las clases pueden formar anticuerpos antinucleares. En la
inmunofluorescencia se han descrito varios patrones que poseen
significado clinico: patrén homogéneo, periférico, moteado y
nucleolar. Los anticuerpos antinucleares poseen
especificidades contra diferentes antigenos del nticleo. bDe
ellos, los anticuerpos anti-DNA tienen especial importancia,
ya que se consideran caracteristicos del LES .

En el suero de pacientes con LES se pueden hallar 3 tipos de
anticuerpos anti-DNA: (1) anticuerpos anti-DNA de una sola
cadena (anti-DNA-ss). (2) anticuerpos para el DNA de doble
cadena o "nativo" (anti-DNA-ds) y (3) anticuerpos que
reaccionan con el DNA-ss o el DNA-ds.
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Estos anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas de clase IgG ©
IgM. Los titulos altos de anticuerpos anti-DNA-ds se
encuentran s8lo en el LES. En contraste, los anticuerpos para
el anti-DNA-ss son inespecificos y pueden hallarse en otras
enfermedades autoinmunitarias, por ejemplo, artritis
reumatoide, hepatitis crénica activa y cirreosis biliar
primaria.

La fijacién del complemento y los anticuerpos anti-DNA-ds de
elevada avidez estdn intimamente ligados con la aparicién de
trastorno renal. La cantidad de anticuerpo se correlaciona
bien con la actividad de la enfermedad y el titulo de
anticuerpos Aisminuye cuando los enfermos entran en remisién.

Anticuerpos antieritrocitos: Estos anticuerpos son
inmunoglobulinas IgG y/o IgM y pueden ser detectados mediante
la prueba de Coombs directa, La frecuencia de estos
anticuerpos en los pacientes de LES no se conoce con
exactitud, pero fluctiGa de 10 a 65%.

Anticoagulantes circulatorios y anticuerpos antiplaquetarios:
En el 10 a 15% de los pacientes con LES se produce una
sustancia anticoagulante que circula en la sangre y prolonga
los tiempos de tromboplastina parcial y de protrombina. Se
trata de un anticuerpo dirigido contra un fosfolipido y por
esta razén se presenta con m&s frecuencia en los enfermos con
una reaccién VDRL positiva falsa. Como hecho interesante, el
anticoagulante del lupus puede tener actividad anti-DNA-ds.

También se han descrito anticuerpos especificos para anti-
factor VIII; estos anticuerpos son anticoagulantes potentes y
pueden asociarse con hemorragias. Los anticuerpos
antiplaquet las plaquetas se encuentran en 75 a 80% de los
enfermos con LES; probablemente, inducen trombocitopenia por
efecto directo sobre la membrana de la superficie de las
plaquetas, o por fijacién de complemento.
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AUTOANTICUERPOB PREBENTES EN LES

TIPO ANTIGENO PATRON EN INMUNO
FLUORESCENCIA
ANA DNA de doble Periférico
cadena
Complejo DNA- Homogéneo
histona
Sm Moteado
RNP Moteado
SS=A/Ro Moteado
Ss-B/La Moteado
Anti-DNA ONA-ss(ca- ELISA
dena
DNA-ds (2 ca- Ccrytidia
denas})
Anti-eri- Eritrocitos Prueba de
trocitos Coombs
Anti-pla- Fosfolipidos ELISA
quetas
Anti-1in- Linfocitos | = = 06c--m=e-
focitos

Cuadro 1. Muestra algunos de los autoanticuerpos producidos en
el LES con sus respectivos epitopes antigénicos y patrones de
inmunofluorescencia.
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Anticuerpos anticitoplésmicos: Se han encontrado numerosos
anticuerpos contra antigenos citoplasmicos sobre sustratos de
células proliferativas en los enfermos de LES, como los
antimitocondriales, antirribosémicos y, antialcoh6licos. Los
anticuerpos antirribosfmicos se encuentran en el suero del 25
a 50% de los enfermos. E1l determinante antigénico principal es
el RNA ribosomal. Los anticuerpos para las mitocondrias son
mis comunes en otras enfermedades (por ejemplo cirrosis biliar
primaria) que en el LES(1l).

Anticuerpos de reaccién crusada: Un anticuerpo gue puede
reaccionar con antigenos propios, no necesariamente es
generado inmunogénicamente por un autoantigeno. Ya gue es
diffcil inducir experimentalmente anticuerpos anti-bDNA-ds, una
reactividad cruzada entre, por ejemplo, carbohidratos de 1la
superficie Dbacteriana y estructuras de firmeza en las
proteinas nucleares, es una explicacién mis probable para 1la
generacién de anticuerpos antinucleaxes(2}.

INMUNOFLUORESCENCIA

La técnica de inmunofluorescencia (IF) fue usada por primera
vez por Coons y colaboradores para estudiar la localizacién de
antigenos tisulares utilizando anticuerpos marcados con
fluorescefna(10). La tincién f£fluorescente se utilizé como
marcador ligado quimicamente al anticuerpo especifico y no
alteraba la reactividad inmunoldgic¢a. Los 2 fluorocromos mas
utilizados actualmente son la fluoresceina y la rodamina o sus
derivados estables. El preparado mis popular utilizado en el
laboratorio clinico es el antisuero conjugado, fluorescein-
isotiocianatc. El derivado del isotlocianato es estable y se
une a los grupos aminos libres de las proteinas para formar un
enlace carbamido.

Los métodos que utilizan anticuerpos marcados por
fluorescencia se utilizaron primero para 1la deteccién y
localizacién Qe reacciones de antigeno y anticuerpo. bicho
procedimiento se ha utilizado para el descubrimiento de
anticuerpos espec{ficos en el suero de los pacientes;
localizacién de antigenos, anticuerpos, complemento
complejos inmunes en distintas cé&lulas y tejidos; localizacién
y destino de antfgenos extrafios inyectados; localizacién y
lugar de multiplicacidn de agentes infecciosos para su uso en
el diagnéstico répido de infecciones microbianas; localizacién
de diversas hormonas y enzimas en células y tejidos;
cuantificacién de antigenos y anticuerpos con una sensibilidad
comparable a la técnica de radioinmuncan&lisis(RIA).
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Hay diversos métodos que utilizan anticuerpos marcados con
fluoresceina, los m&s habituales son: el directo, el
indirecto, 1a inhibicién y los de tincién del complemento
(10).

En el método directo, el anticuerpo fluoresceinado se utiliza
para detectar la presencia del antigeno en el tejido fijado en
un portaobjeto. lLos anticuerpos fluoresceinados en su dilucien
Sptima se afiaden al antigeno, se incuban 30 minutos a 37°%C o a
temperatura ambiente y el portaobjeto se lava para eliminar el
exceso de anticuerpos que no reacclonaron. Los frotis son
secados y montados con glicerina diluida para su examen en el
microscopio fluorescente.

El método indirecto se usa para la deteccién de antigenos
desconocidos en preparados histicos o de anticuerpos no
conocidos en el suero de los pacientes. La reaccién especifica
antigeno-anticuerpo (ambos sin marcar) puede ser visualizada
mediante la adicién de anticuerpos marcados dirigidos contra
el anticuerpo en la primera reaccién. E1 método indirecto
ofrece la ventaja de utilizar una antigamaglobulina marcada
para detectar muchas reacciones antigeno-anticuerpo
especificas. En la deteccién del antigeno o anticuerpo
desconocidos, los preparados histicos o el frotis se hacen
reaccionar durante 30 a 60 minutos a temperatura ambiente o a
37°C. La preparacién es cuidadosamente lavada para eliminar
anticuerpos no marcados gque no se hayan conjugado con el
antigeno. El anti-anticuerpo marcado se incuba a continuacién
con la preparacién como en la técnica directa.

El método de la inhibicién se utiliza principalmente para
probar 1la especificidad de 1los anticuerpos en la prueba
directa. Se satura el antigeno con anticuerpo no marcado y la
siguiente exposicién a un anticuerpo especifico marcado, no
permite detectar fluorescencia antigénica.

El método de tincién del complemento es una modificacién de la
técnica indirecta para detectar anticuerpos fijadores del
complemento. Después de haber aplicado el anticuerpo se afade
complemento fresco (generalmente de cobayo) que se fija
alrededor del 1lugar donde se han unido los anticuerpos, y
finalmente, el complejo antigeno-anticuerpo se hace reaccionar
con anticomplemento marcado dando como resultado la
fluorescencia de los complejos fijadores del complemento.
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La inmunofluorescencia es una técnica muy fGtil que se ha
empleado durante mucho tiempo como prueba de rastreo, come
prueba diagndstica en algunos casos y como marcador de la
actividad de la enfermedad en otros. Adem&s, tiene la ventaja
de una gran disponibilidad de reactiveos y procedimientos bien
caracterizados y estandarizados.

En el LES, la técnica de inmunoflucrescencia indirecta (IFI)
es la prueba mé&s utjilizada para la identificacidén de 1los
autoanticuerpos presentes en el suero de los pacientes. E

patrén y ia caoncentracidn obtenidos marcan la actividad de 1la
enfermedad.

Por taodo lo anterior, se utiliza en este trabajo la técnica de
IFI para la blsqueda de los anticuerpos anticitoplasma de
neutrb6filos en el suero de los pacientes con LES.

TRATAKIENTO
El tratamiento médice del LES incluye la administracién de
glucocorticoides e inmunosupresores (azatioprina,

ciclofosfamida). Estas drogas son de uso restringido en la
clinica ya que por si mismas praveocan efectos indeseables y
peligrosos para el paciente. Es importante entonces encontrar
la dosis adecuada para cada paciente, evitande las
complicaciones. Esto implica gue el tratamiento debe ser
mohitorizado continuamente, siendo ‘de gran ayuda las pruebas
inmunol&gicas ya mencionadas.

COMPLICACIONES Y PRONDATICO

La insuficiencia renal y la afecciédn del sistema nervioso
central soh aGn las causas principales de fallecimiento por
actividad de la enfermedad. Sin embargo, las complicacicnes
debidas al tratamlento, como la aterosclerosis inducida por
esteroides, la infeccién y el cancer inducidos por el usc de
citotéxicos estan en constante aumento. La tasa de
supervivencia a S aflos de los enfermos con LES ha mejorado
notoriamente durante la Gltima década y eh la actualidad se
aproxima a 80 - 90%(1).
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1.3, [o] ] (8) 8 'UTROFILO: ANCA

Entre los maGltiples autoanticuerpos gue se pueden determinar
en el suero de pacientes con problemas autoinmunes, se
encuentran los anticitoplasma de neutréfilos, que han
adquirido Gltimamente importancia diagndstica en algunas
enfermedades.

RESENA HISTORICA

Los ANCA fueron descubiertos incidentalmente durante una
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) que utilizé
leucocitos de donadores como sustrato celular para una
determinacién rutinaria de anticuerpos antinucleares {ANA).
Una clase de ANCA tipo IgG fue hallado en el suero de una
mujer con sintomas de Granulomatcsis de Wegeners (WG) (14).

La utilidad de la tincién del citoplasma de granulocitos fue
publicada por primera vez en 1582, en un estudio sobre 8
pacientes australianos con glomerulonefritis (GN) necrotizante
segmentaria(l15,16) . Después se publicaron 4 casos mis, en
Australia, gue tenian vasculitis y GN (15-17).

Luego en 1984 van der Woude et al. publicarcon un estudio de
los sueros de pacientes con WG activa e inactiva comprobada
por biopsia, deonde encontraron que 9 de 12 pacientes con
diagnéstico inicial de WG activa tenfian ANCA IgG, mientras que
sélo 1 de 7 pacientes con la enfermedad inactiva al momento
del estudio tenia estos anticuerpos. Otros 2 de 3 pacientes
gue presentaban recaida de la enfermedad tenian ANCA de tipo
IgG . Se sugiri6 entonces, que la determinacién de ANCA puede
ser de ayuda diagnéstica en WG activa y gque su presencia puede
reflejar la actividad de la enfermedad(14,17).

Los ANCA son autoanticuerpos predominantemente de tipo IgG,
especificos para diferentes constituyentes de los gréanulos
azur6filos de los neutré6filos y los lisosomas de monocitos
{(15,18). Desde su descubrimiento, los ANCA han sido una ayuda
muy Gtil para el diagnéstico de WG y otras formas de
vasculitis como la poliarteritis nodosa.

De acuerdo al primer taller internacional de ANCA(37), estos
autoanticuerpos pueden ser determinados por
inmunofluorescencia indirecta en células polimorfonucleares
normales fijadas con etanol. En este tipo de tincién se pueden
distinguir 2 patrones de fluorescencia:

1.- Una tincién granular citopl&smica difusa, que se ha
denominado o~ANCA, y
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2.- Una tincién perinuclear, correspondiente a p~MNCA. Esta
clase de tincién constituye un artificio de técnica
relacionado con la distribucién de la mieloperoxidasa (MPO)
inducida por la fijacién(15,16,19=21).

La explicacién del cambio en los patrones de tincién de 1los
neutr$filos con diferentes fijadores se encuentra en que el
etanol no previene la migracién de MPO hacia el nficleo, donde
se une a los &cidos nucleicos cuando la membrana nuclear es
permeable. En cambio, la formalina u otros fijan la MFO en los
grdnulos primarios ecitoplismicos(1s).

ESPECIPICIDAD ANTIGENICA

casi desde el principio, se informé que 1los ANCA tienen
especificidad por pequefios polipéptidos de la fosfatasa
alcalina(22). Sin embargo, algunos autores(23,24) reportan
datos contrarios basados en la demostracién de gue el marcador
antigénico para los ANCA est&d asociado con 1los granulos
primarios de los neutré&filos y ya que la fosfatasa alcalina
se encuentra lccalizada exclusivamente en 1la membrana
citoplasmica, es poco probable que sea un epitopo antigénico
de estos anticuerpos.

En 1988 Falk et al.(20), establecen gque hay como minimo 2
tipos de ANCA: Unoc que produce una tincidén perinuclear de
neutréfilos fijados con alcochol "y gque al nmnismo tiempo
reacciona con la MPO en la técnica de ELISA; y otro que
produce una tincién citoplésmica difusa de neutré6filos fijados
con alcohol y que no reacciona con MPO por ELISA.

En 1989 Harrison DJ y Kharbanda(25) reportan un estudio en el
que todos 1los sueros ANCA positivos reconocen epitopos
proteinicos de 45 KD Y 27-~29 KD. En otro estudio(23) también
se reporta que ANCA reacciona con proteinas de 27-2% KD.

En sueros de patrén p-ANCA por IFI se encuentran altos titulos
de anticuerpos anti-MPO y anti-elastasa(l7,26,27). El patrén
c-ANCA es obtenido con anticuerpos dirigidos contra una
proteina de 29 KD presente en los gr&nulos azuréfilos de los
polimorfonucleares identificada como una proteasa de serina
mieloide lisosomal(16,17,27-29).

Los resultados presentados durante el tercer taller de ANCA
permitieron una mejor definicién de la especificidad
antigénica de los ANCA (cuadro 2); se confirmd el predominio
de 2 antigenos: proteinasa 3 (PR3) y mieloperoxidasa (MPO).
Estin presentes en los gr&nulos azur6filos de los neutréfilos
y tienen la capacidad de interaccionar con los ANCA después de
la activacién inicial de los neutréfilos(18,19,30,31).
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Estd demostrada también la presencia de autoanticuerpos gue se
unen a otros componentes de los granulos azurdfilos diferentes
de PR3, elastasa y MPO; a la catepsina G(32). Igualmente hay
auteanticuerpos que reaccionan con la lactoferrina de los
grinulos especificas(33}.

La respuesta de anticuerpos en vasculitis ANCA positivas no
estd restringida a proteinas granulares de los neutréfilos
{34): Aunque muchos sueros dan titulos elevados de p-ANCA y c-
ANCA por IFI, una pequefia nmninorfa no reacciona con las
proteinas clasicas (PR3, MPO, elastasa), si no con un amplio
rango de protefnas citosélicas entre las que esti la enolasa.
Sin embargo, dichos anticuerpos sélo reaccionan con el isémero
alfa de la enolasa, sugiriendo que estos anticuerpos reconocen
un Gnico epitope en dicha proteina.

ESPECIFICIDAD ANTIGENICA DE LOS AKCA

a=ANCA P—ANCA NO ESPECIFICO
Proteinasa 3(PR3) Mieloperoxi- Alfa-enolasa
. dasa (MPO) .
Elastasa iactoferrina
Catepsina G CAP 57

cuadro 2. Los principales epitopes de los ANCA son: PR3 para
el patrén c-ANCA y MPO para el patrém p-ANCA. TAmbién se han
demostradoe ANCA con especificidad por elastasa, catepsina G y
otros.

PAPEL PATOGENICO DE LOS ANCA

(C6mo pueden los autocanticuerpos presentes en la vasculitis
inducir dafic tisular?. Una posibilidad es la combinaciédn con
el antigeno en la circulacién, formande complejos inmunes
solubles que si no son removidos rdpidamente por el sistema
fagocitico mononuclear, se depositan en los tejidos
constituyendo el mecanismo tipo III de Gell y Coombs para la
produccién de dafio tisular(22).
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Es posible gue los ANCA estén directamente involucrados en la
patogenia de la vasculitis y la|GN ya que ellos pueden ser
capaces de activar los neutr&filos aumentando las enzimas
1iticas, los radicales de oxigeno, y metabelitos lipidicos que
pueden dafitar los vasos. La presencia de ANCA en enfermedades
clinicamente diferentes puede| constituir un marcador
serol6gico de patogenia relacionada con el dafio vascular; y
la presentacibén clinica puede viriar con la distribuciétn de
los vasos involucrados(20).

Jennette et al.{15) y Fleur DLM qt al. (34) postulan que en los
pacientes ANCA positivos habria un evento desencadenante, como
por ejemplo una infeccidén viral, que prepara los neutr6filos
circulantes permitiendo, por nduccién de los ANCA, 1la
activacién de 1los neutréfilos | con la subsecuente lesién
vascular.

La localizacién de la lesién vascular puede estar determinada
por la concentracién local de citiocinas o por la funcionalidad
de los leucocitos que estdn circulandco a través del vaso.
Existen evidencias de que p-ANCA y c-ANCA pueden ejercer un
efecto patogénico directo por la |unidn a neutréfilos activados
por citocinas. Desencadenan de esta manera la degranulacién y
liberacién de radicales libres [de oxigeno posiblemente via
activacién del sequndo mensajerq protein cinasa C. Ademas la
liberacién local de enzimas lispsémicas resulta en un dafo
del tejido perivascular(3s).

El hecho de gque la respuesta de anticuerpes no esté
restringida a proteinas granul res y sea heterogénea en su
especificidad, contradice la jdea de una respuesta inmune
restringida a antigenos presentes en los neutré6filos y sugiere
que los autoanticuerpos en vasculitis pueden tener otras
especificidades(34).

Finalmente, sl la respuesta de autoanticuerpos es patogénica o
no, depende de muchos factores incluyendo la accesibilidad del
antigeno por el inicio del| mecanismo efector, y las
caracteristicas de los autoanticuerpos producidos tales como
especificidad de epitope, avidez| subclases e idiotipo(34).

ABOCIACIOM DE ANCA A ENFERMEDADE|

Desde los primeros trabajos |publicados que informan - la
presencia de ANCA se encontr§ su asociacién con diversas
enfermedades, principalmente GN| necrotizante segmental, WG y
otras vasculitis(14).
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En muchos estudios se ha comprobado la aparicién del patrén de
tincién c-ANCA de neutréfilos fijadoes con alcohol en el suero
de pacientes con WG(14,17,18,20-23,28,31,37-43). Se discute su
papel en la patogenia de la enfermedad(18,22,31,35,36) y su
concentracién en el suero se ha correlacionado con 1la
actividad de ella(14,18,24,34,36,40). Igualmente, estid bien
establecida la presencia de ANCA en sueros de pacientes con GN
rédpidamente progresiva o necrotizante segmental
(15,17,19,24,28,41,44,45). La frecuencia de los patrones p-
ANCA y c-ANCA correlaciona aparentemente con la localizacién
de la enfermedad, p-ANCR es mds frecuente en enfermedades al
rifiSn y c~-ANCA es m&s frecuente cuando hay afeccién
pulmonar(15) .

Los ANCA en general se han asociado con enfermedades gque
tienen como caracteri{stica comGn, un proceso vasculitice
(22,28,29,44,46,47) b4 en algunos casos, como WG Y
poliarteritis nodosa, soh Gtiles para esclarecer su
diagnéstico y la actividad de la enfermedad.

Jayne W et al.(44) encuentran la asociacién de hemorragia
pulmonar severa con ANCA circulantes de ¢tipo IgM en 3
pacientes con vasculitis sistémica. La administracién de
terapia inmunosupresora se acompafié de un cambio de isotipo a
ANCA IgG en los 3 pacientes.

Los ANCA también se asccian a otras enfermedades no
vasculiticas, pero que en algfin momento desarrollan
vasculitis, como la mielodisplasia(48).

En la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crochns y 1la
colangitis primaria(32,49) los ANCA tienen como blanco
antigénico a la catepsina G (una proteasa de 26 KD contenida
en los gridnulos primarios de los neutré6files), lo que sugiere
que estas enfermedades pueden tener un mecanismo patogé&nico
comtin.

En la enfermedad intestinal inflamatoria les anticuerpocs anti
neutr6filo no reaccionan con MPO, elastasa, o PR3, por lo
tanto, dichos anticuerpos son diferentes de los ANCA asociados
a vasculitis(is).

Recientemente se ha encontrade el patrén p-ANCA asociado a
varias enfermedades y con especificidad antigénica wvariada.
Los anticuerpos antilactoferrina se encuentran en pacientes
con colangitis esclerosante primaria, colitis ulcerosa ¥y
artritis reumatoide(33,50,52).
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Los p-ANCA también han sido encontrados en pacientes con
enfermedades autoinmunes del higado (hepatitis crénica activa,
colangitis esclerosante primaria, y cirrosis biliar primaria)
(52).

Con base en la revisién de los estudios anteriormente citades
Yy en el hecho conocido de que en el lupus eritematoso
sistémico la lesién histolégica principal es la vasculitis,
el presente estudio pretende evaluar la presencia de ANCA en
una poblacién de pacientes con LES juvenil. La determinacién
de ANCA se 1llevard a cabo por técnica de IFI en neutréfilos
normales fijados con etanol .

2. HIPOTEBIB

Entre los numerosos autoanticuerpos que se producen en el
lupus eritematoso sistémico, se pueden encontrar los
anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA).

3. OBJETIVOS

1.~ Estandarizar la prueba de inmunofluorescencia indirecta
para la determinacién de anticuerpos anticitoplasma de
neutré6filos.

2.~ Determinar la incidencia de anticuerpos anticitoplasma de
;eutrérilos en los pacientes con lupus eritematoso sistémico
uvenil.

3.= Correlacionar los hallazgos clinicos en los pacientes de
lupus eritematoso sistémico juvenil con 1la presencia de
anticuerpos anticitoplasma de neutré6filos en su suero.

4.~ Correlacionar las pruebas usuales de control de
laboratorio para la actividad del lupus eritematoso sistémico,
con la presencia de anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos.
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4. MATERIAL Y METODOS

Pacientes: Fueron seleccionados 50 nifios en edad pedidtrica a
108 cuales se les realizé6 el diagnéstico de LES de acuerdo a
los criterios de la Asociacién Americana de Reumatologia
(ARA) (2). Los pacientes son controlados en la clinica del
CEDI (Clinica de Enfermedades por Dafic Inmunolégico} del
Hospital Infantil de México Federico Gémez.

Grupo coptrol: Un grupo de 30 individuos normales en edad
pediatrica y otre de 20 nifios con otras enfermedades como
dermatomisitis Jjuvenil, fiebre reumidtica, diabetes mellitus
juvenil, hemosiderosis pulmonar, neumopatfa crénica y 2
pacientes con diagnéstico de poliarteritis nodosa que
sirvieron como control positivo para la presencia de ANCA

Muestrag: Suero no descomplementado, a partir de sangre
obtenida por puncién venosa periférica en condiciones
estériles, La separacidn inmediata de las muestras es seguida
por almacenamiento de los suercs en refrigeracién a -70°C .

Se revisan los expedientes clinicos de los pacientes que
resultaron positivos y se analiza su condicién clinica en el
momento de la muestra. Se registran datos como: actividad de
la enfermedad, presencia de complicaciones y datos del
laboratorio clinico,

PREPARACION DEL BUSTRATO: Para la técnica de IFI se preparan
laminillas con una monocapa de neutrsfilos humanes
provenientes de un pool de sangre de individucs normales.

SEPARACIOQN DE NEUTROFILOS

Se obtienen 5 ml de sangre total, heparinizada, de voluntarios
sanos (12,13) sin  considerar el grupo sanguineo(l2). Son
sometidos a un gradiente de Ficoll-Hypaque y centrifugados a
1500 rpm por 30 minutos(ll) para extraer la capa de
monocnucleares de la interfase. Al botén celular que contiene
eritrocitos y polimorfonucleares ge le afiade Dextr&n 520000 al
3%(Sigma) en solucién salina, y se incuba 1 hora a 37°C para
la separacidén de polimorfonucleares del sobrenadante.
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El exceso de eritrocitos es eliminade con solucién de lisis en
base a cloruro de amonio. El sedimento de polimorfonucleares
se lava 3 veces con PBS pH 7.2 conteniendo BSA 1%(12).
gélulas asi obtenidas se ajustan a una concentracidn de 8
x 10 células/ml en PBS.

EREPARACION DE FROTIS DE POLIMORFONUCLEARES

Se toman 100 ul de la suspensién anterior de
polimorfonucleares y son citocentrifugados a 500 rpm por 3
minutos para obtener un extendido celular homogéheo y bien
distribuido, el cual es secado al aire(12,13). Las laminillas
ya preparadas, son fijadas con alcohol al 96% durante 5
minutos a 4°C de acuerdo al primer Taller Internacional de
ANCA(12) y secadas al aire.

Los frotis ya fijados se pueden almacenar protegidos de la
}(lumedad a -80°C durante 4 semanas sin sufrir ningGn dafio
12,13)

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA LA DETECCION DE ANCA

Se depositan 40 ul de los sueros problema y de los controles
diluido 1:20 en PBS (12,13) sobre las laminillas, dejindose
incubar en cdmara hGmeda durante 30 minutos para
posteriormente lavar. Se toman 40 ul de conjugado policlonal
antigamaglobulina humana FITC (Hoechst-Behring) gque ha sido
previamente titulado a una concentracién 6ptima de 1:640 y se
incuba otros 30 minutos. Es importante evitar el secadoc total
de las laminas después de los lavados(l12). Finalmente las
lsminas son recubiertas con glicerol 2:1 en PBS y con el
cubreobjetos correspondiente(12).

La lectura se lleva a cabo en un microscopio con l&mpara de
fluorescencia de marca Olympus c¢on objetivo de 100X. Lla
preparacién se considera positiva cuando se encuentra una
fluorescencia clara del citoplasma de los neutré&filos en el
caso del patrén c~ANCA o un aumento en la intensidad de dicha
flucrescencia en la periferia del nGcleo correspondiente al
patrén p-ANCA.

Se usan como controles positivos para este ensayc los
reactivos positivos para p-ANCA y c~ANCA provenientes de un
kit comercial (INOVA-Diagnostic) y como controles negativos
suero normal y PBS.
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5. REBULTADOS

E E PO ORFONU

Para la obtencién de una concentracidén adecuada de
polimorfonucleares que permita un extendido celular bien
distribuido y Thomogéneo se citocentrifugaron diferentes
volGmenes y concentraciones de cé&lulas hasta egtablecer gue el
volumen de 106 ul de una concentracién de 8x10” células/ml dic
las condiciones éptimas regueridas para una buena leactura (Fig

Fig 1. Frotis de polimorfonucleares normales fijados con
etanol al 96% 5 minutos a 4%, utilizados como sustrate para
la bisgueda de ANCA por IFI
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ESTAN IZACION BE LA TECNICA DE _IFI

Después de varios ensayos en los cuales se probaron diferentes
diluciones del conjugado policlonal antigamaglobulina humana
FITC (Hoechst-Behring) se 1llegd a la conclusién de gue la
dilucién que permitfa la observacién de una fluorescencia
clara en los casos pesitivos y que no daba fluorescencia
inespecifica qgue diera lugar a interpretaciones falsas
positivas era la dilucién 1:640.

Se tomd como referencia para considerar una muestra positiva,
una intensidad de fluorescencia igunal o mayor a la
autofluorescencia gque presentan los eosindfilos normales de
sangre periférica(fig 2a - 2b) (40).

Fig 2a. Patrén c~ANCA observado en el suero de un paciente con
LES_mediante la prueba de IFI en polimorfonucleares
fijados con etanol.
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Fig 2b. Patrén p-ANCA observado en el suero de un paciente con
LES_mediante la prueba de IFI en polimorfonucleares
fijados con etanol

ANCA EN _LES

Posterior a una adecuada preparacién de los frotis de
polimorfonucleares se 1llevé a cabo 1la técnica de IFI
(previamente estandarizada) en 50 mnuestras de suero de
pacientes con diagnéstico confirmado de LES por criterios de
la ARA, obteniendose como resultado 1a presencia de
anticuerpes anticitoplasma de neutréfilos en 7 de las 50
muestras, esto egquivale a un 14 % .
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PORCENTAJE

De las 7 muestras gue resultaron positivas, 1 dio patrén de
tincién c-ANCA (14%), y 6 patrémn p-ANCA (86%) (Fig 3).

PATRONES DE ANCA

100
80
60
40

20

"c-ANCA p-ANCA
PATRONES

Fig 3. En la prueba de IFI de polimorfonucleares fijados con
"etanol se encontraron 7 pacientes de LES positivos para ANCA,
de los c¢uales el 86% mostr6 patréSn p~ANCA vy el 14% patrén c-

ANCA. .
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o] Q) S__Ci STIC, RE LA

Todos los pacientes ANCA positivos tienen caracteristicas
clinicas propias de la enfermedad de LES (cuadro 3)

CARACTERISTICAB CLINICAS DE PACIENTES
DE LEB ANCA POBITIVOS

PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
TIEMPO DE

EVOLUCION

(maeses) 12 0.5 8 48 3 72 ND
DANO RENAL + - - - + + ND
ERITEMA

MALAR + + + + - - ND
VASCULITIS + - + + - - ND
MIALGIAS + + + - - - ND
ARTRALGIAS

FOTOSENSI~ - + + + - - ND
BILIDAD

PERICAR- + - - - + + ND
DITIS

EDEMA + - - - - + ND
OTROS PL - - DA AB HTA ND

Cuadro 3: Caracteristicas clinicas de los 7 pacientes ldpicos
ANCA positivos. ND:No determinado, AB:Amaurosis bilateral,
PL;Pleuritis, HTA:Hipertensién arterial, DA:Dolor abdominal.
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De los 7 pacientes con LES ANCA positivos, 3 presentaron
compromise renal comprobado por biopsia, 3 no tenian afeccién
renal y de 1 no hay dateos por no encontrarse el expediente
clinico. De igual forma, 4 presentaron eritema malar en una o
ambas mejillas en alghGn momento de su enfermedad y problemas
vasculiticos en 3 casos. Compromiso misculo esquelético
caracterizado principalmente por mialgias y artralgias al
momento de la muestra, se encontrS en 3 de los pacientes ANCA
positivos. En 3 de los 6 pacientes de los que se tienen datos
clinicos se encontr$ compromiso cardiaco principalmente
pericarditis o derrame pericdrdico. Asfi mismo, 3 presentaron
fotosensibilidad al comienzo de la enfermedad. En un paciente,
al momento de la toma de la muestra, se encontrd amaurosis
bilateral probablemente secundaria a wuna neuritis &ptica
infecciosa. Otras caracteristicas observadas en diferentes
pacientes fueron pleuritis (pac.l1l), dolor abdominal (pac.4) e
hipertensién arterial (pac.6}.

ANCA EN EL GRUPFO CONTROL

De las 20 muestras provenientes del grupo control con otras
enfermedades, se encontrd p-ANCA en la muestra de una nifia con
diagnéstico de lepra y c¢~ANCA en 2 nifios con diagnéstico de
poliarteritis nodosa uno comprobado clinicamente y otro poxr
biopsia.

Del grupo control de individuos sanos en edad pediftrica no
encontramos en ninguno de sus sueros la presencia de ANCA.

DATOS DE LABORATORIO
Los resulitados de lag pruebas inmunolégicas de los sueros que
resultaron ser ANCA positivos se muestran en el cuadro 4.

Las 7 muestras presentan tituloes de anticuerpos
antinucleares (ANA) elevados en células HEp-2 con diferentes
patrones(fig 4). E1 29% (2/7) son positivos para DNA. En 3
pacientes se encontrd hipocomplementemia, la cual, desde el
punto de vista de laboratorio, se puede calificar como debida
a la actividad de la enfermedad. Los niveles de
inmunoglobulinas varian de un individuo a otro por ajemplo,
los pacientes 5 y 6 presentaron una hipogamaglobulinemia
marcada de I1gG.
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PRUEBAS DE LABORATORIO EN SUEROB
DE LES8 ANCA POSITIVOS

PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
ANA

Dii. 2560 640 2560 2560 160 i280 (1280
Pat. MF MF c MF MF H H
DRA Neg Neg Pos Neg Neg Pos Pos
c3 :

mg/dl 86.9| 55.8 | 43.6] 6B.6 |88.8 104 | 109
c4

mg/dl 24,8 9.24 5.9 11.5 15.7 18 23.8
IgG

mg/dl - 2110 | 1720| 1900 | < 640| 300 }1830
Iga

mg/dl - 425 226 213 215 | 404 230
IgM

mg/dl - 304 204 247 166 94.2 198.5
ANCA P P p P P P c

Cuadro 4. Pruebas inmunoclégicas de control de actividad de la
enfermedad efectuadas en el suero de los pacientes de LES gue
regsultaron ser ANCA positivos. Dil:Dilucién, Pat:Patrén,
MF:Moteado fino, C:citopldsmico, H:Homogéneo, FPos:Positivo,
Neg:negativo, c:Patrén citopl&smico(c~ANCA) Y. p:Patrén
periférico(p-ANCA).
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PATRONES DE ANA EN
SUEROS ANCA POSITIVOS

o = . e
MOTEADO FINO HOMOGENEO CITOPLASMICO
PATRONES

Fig 4. Todos los sueros de los pacientes ldpicos gque fuerocn
ANCA positivos tenian anticuerpos antinucleares con diferentes
patrones. El1 §7% (4/7) tenia patrén moteado fino, el 29% (2/7)
patrsn homogéneo y el 14% (1/7) tenia patrén citoplasmico.
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6. DIBCUSION

Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA) han sido
estudiados en un amplio espectro de enfermedades,
principalmente las vasculitis entre 1las gque se incluyen
granulomatosis de Wegener(14,17,18,20,23,28,31,37~43),
poliarteritis nodeosa{PAN) (15,16,20,28), glomerulonefritis
crecéntica necrotizante(GNCN) (15,17,19,24,28,41,44,45), Yy el
sindrome de Churg Strauss. De ellas, la m&s importante en este
sentido es la granulomatosis de Wegener ya que la presencia de
ANCA en ella es altamente especifica (98%) para la enfermedad
activa. También se han descrito en otras enfermedades no
relacionadas como glomerulonefritis inducida por hidralazina,
enfermedad antimembrana basal glomerular , enfermedad de
Chron, colitis ulcerosa(32,49), enfermedad inflamatoria del
intestino(15), colitis ulcerosa(32,49), hepatitis crénica
activa, cirrosis biliar primaria, artritis reumatoide(AR)
{33,50,52) y algunos pacientes con lupus eritematoso
sistémico. R

Pocos autores han tomado a pacientes con LES como grupo
nuestra en sus investigaciones(20,21,26), la mayoria los
incluye como grupo control para el estudio de otras
enfermedades. Esto posiblemente se debe a la interferencia en
la técnica de inmunofluorescencia, que resulta de la presencia
simultinea de anticuerpos antinucleares en los sueros de
dichos pacientes. Adends, no hemos encontrade en 1la
literatura, trabajos gque estudien 1los ANCA en pacientes
pediftricos de LES.

Falk RD et al.(20) estudiaron 117 pacientes adultos con
enfermedades renales de los cuales 11 tenfian diagnéstico de
LES. Utilizando las técnicas de IFI sobre neutréfilos fijados
con etanol, ELISA para citoplasma de neutrdfilos y ELISA
especifico para MPO encontraron gue 5 de los 11 sueros llpicos
eran positivos para ANCA por IFI, 8 eran positivos por ELISA
para citoplasma de neutréfilos y 2 eran positivos por 1la
ELISA anti-Mpo. La conclusién de los autores fue que los
autoanticuerpos que reaccionan con los neutréfilos en
pacientes con LES tienen una especificidad diferente de la que
tienen los ANCA de pacientes con GNCN.
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En otro estudio, Less et al.(21) comparan 2 técnicas de
fijaci6tn del sustrato, etanol y vapores de formaldehido, en un .
grupo de 32 pacientes adultos con LES para diferenciar los
ANA del patrdn p-ANCA. Sus resultados indicaron que por la
té&cnica de fijacién con etancl, 10 de los 32 pacientes son
positivos para ANCA con un patrdén indistinguible del ANA
perinuclear, y con la fijacién de vapores de formaldehido la
inmunofluorescencia perinuclear producida por anticuerpos
anti-MPO puede ser convertida a patrén citoplasmico.

Los autores concluyen que el método de fijacién con vapores de
formaldehido puede ser una prueba de rastreo Gtil para la
bisqueda de anticuerpos anti MPO y para diferenciar p-ANCA
de ANA en los casos de LES.

Gallicchio MC et al. (26) estudian la deteccién de anticuerpos
anti-MPO y anti-elastasa en casos de vasculitis e infeceién.
Utilizan una pequefia poblacifn de adultos con LES como parte
del grupo control y encuentran que de 6 pacientes ldpicos con
dafio renal, solo i tiene anticuerpos anti-MPO y de 14 ldpicos
sin compromiso renal, 2 tienen anticuerpos anti-MPO, 2 tienen
anticuerpos anti-elastasa y 1 tiene ambos anticuerpes. Ellos
concluyen gque no todos los sueres que contienen p-ANCA seon
positivos para los ensayos de anti~-MPO o anti-elastasa,
sugiriendo que hay otras moléculas no identificadas atin que
también pueden ser marcadores para p-ANCA. Sin embargo, como
no tienen un nGmero significativo de sueros de LES no pueden
demostrar ninguna correlacién entre la presencia de
anticuerpos anti-MPO o anti-elastasa y la vasculitis sistémica
o cuténea o la glomerulonefritis necrotizante segmental.

Ya que la vasculitis se asocia en forma importante con ANCA en
los padecimientos antes mencionados, es 1licito suponer que
otras vasculitis sistémicas, como la del LES, pudieran también
tener alguna relacién con estos autoanticuerpos. En el
presente estudio se escogié al lupus eritematoso sistémico
juvenil como blanco para la bfisqueda de ANCA. Se utilizé la
técnica de inmunofluorescencia indirecta(IFI) sobre el
sustrato de neutr6filos fijados con etanol, estandarizada por
Wiik et al.(12) como prueba b&sica para la bfisqueda de dichos
autoanticuerpos.

Esta técnica permite la distincién de 2 patrones de IFI: el
patrén c-ANCA con una inmunofluorescencia citoplasmatica
granular cuya especificidad antigénica reside en PR3
(16,17,27-29) y que se asocia en un 30% de los casos con WG; Yy
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un patrén perinuclear(p-ANCA) cuya especificidad antigénica es
mas amplia, y reside principalmente en la MPO(18,19,30,31),
elastasa(17,26,27), lactoferrina(33), catepsina G(32). Su
asociacién con diferentes entidades clinicas es igualmente
variada. Dicho patrén se ha comprobado que es un artificio de
técnica, ya gue durante la fijacién de los polimorfonuclieares
con etanol, las moléculas de MPO cargadas positivamente
(catiénicas) migran hacia la periferia del ndcleo que tiene
carga negativa(15,16,19-21).

utilizando otras técnicas de fijacién como
paraformaldehido(52), y formalin-acetona(13) se logra evitar
la migracién de la MPO hacia el ndcleo, obteniendo un patrén
citopldsmico homogéneo en todos los casos positivos.

Igualmente, usando lineas celulares como la HL-60,
promielocitica(12), o células de leucemia mielocitica
crénica(13) como sustrato para la bGsqueda de ANCA se logra
homogenizar los patrones a un solo patrén citoplésmico
granular. Sin embargo, pensamos gue al usar dichas lineas
celulares posiblemente cambien los epitopes antigénicos, ya
que se trata de células transformadas, Yy los resultados
obtenidos puedan ser falsos positivos o falsos negativos para
ANCA.

Al ensayar diferentes tipos de fijacién en nuestro trabajo,
como paraformaldehido y formalin-acetona, no hubo resultados
congsistentes ya que en la mayoria de los casos la
inmunofluorescencia fue negativa, tanto en los sueros problema
como en los controles. Por esta razén, se usé solamente la
técnica de fijacién con etanol al 96% durante § minutos a 4%
para la realizaci6én del experimento.

Esta técnica de fijacisn tiene el inconveniente de dar lugar a
errores en la interpretacitn ya que la presencia simultinea de
ANA y GS~ANA(41,52) en los sueros de pacientes lGpicos, puede
confundir 1la lectura en los casos de p-ANCA positivos. Este
problema lo soslayamos al efectuar diluciones seriadas de los
suercs, bas&ndonos en gue la gran mayoria de las veces, los
anticuerpos mencionados tienen diferente concentracién. En los
50 pacientes hubo 7 ANCA positivos , de los cuales 6 tuvieron
patrén P-ANCA. A pesar de que todos tenian antinucleares, no
hube dificultades en la interpretacién porgque los patrones de
antinucleares no incluyeron ningtn perinuclear en la
inmunofluorescencia sobre cé&lulas HEp-2. Los patrones de IF
para antinucleares en los sueros ANCA positives fueron:
moteado £ino en el 57%, homogéneo 29% y citoplismico 14%.
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El porcentaje total de ANCA positivos fue de 14% en nuestros
pacientes. En caso de error por este motive, se habria
obtenido porcentajes mas elevados, cosa que aparentemente no
sucedis.

Como dato curioso nosotros hallamos gue aungque todos los
pacientes que resultaran ser ANCA positivos también tenian
titules de ANA positivos en células HEp-2, solo 2(29%)
mostraron una fluorescencia clara del nGecles de los
polimorfonucleares usados como sustrate para la blsgueda de
ANCA. Esto nos hace pensar que posiblemente esos 2 sueros
contenian ademds anticuerpos antinucleares especificos de los
granulocitos (GS~ANA), que fueron facilmente distinguidos al
efectuar las diluciones correspondientes.

Es de conocimiento general gque en un pedquefio poreentaje de la
poblacidn normal se encuentran autoanticuerpos sin ningGn
significado clinico, por lo que no es de extrafiar que en un
pequefic porcentaje de sujetos normales también se encuentren
ANCA en sus sueros.

En nuestra poblacién de sujetos normales {30 nifies en edad
escelar) no se encontrd ANCA en ninglGn caso (0%), en contraste
con lo reportado por otros estudios como el de Kallenberg CGM
et al(52), donde se encontr6 un 5% de p-ANCA en individuos
normales de edad adulta (promedio 49 afios) donadores de banco
de sangre.

En el grupo de control positive para ANCA, se utilizé el suero
de 2 pacientes con diagndstico de poliarteritis nodosa (PAN) ,
uno comprobado por biopsia y otro por clinica. El1 patrén
obtenide fue el de c~-ANCA. En la literatura se reporta que el
patrédn més comin en dicha entidad es el p-ANCA(15,16) cuando
8¢ cuenta con un nGmero mayor de eatosz pacientes.

También se encontré ANCA en un suero proveniente del grupe
control de otras enfermedades no relacionadas con vasculitis,
que pertenecid a una nifia con diagnéstico de lepra.

En el LES, al igual que en atras enfermedades reumaticas, la
vasculitis es una caracteristica que puede estar o no ascciada
con la presencia de ANCA. La baja incidencia de ANCA
encontrada en los pacientes de este trabajo, podria deberse a
gue estos anticuerpes en el LES Jjuvenil tengan una
especificidad antigénica diferente, atn no caracterizada. :
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Falk RJ et al.(20) sugieren esta posibilidad, ya gue sus datos
indican que los anticuerpos que reaccionan con los neutréfilos
en pacientes con LES tienen una especificidad diferente de
los ANCA en pacientes con glomerulonefritis necrotizante y
crecéntica de su estudio. Ellos encuentran gue sus sueros de
LES reaccionan con neutréfilos completos y fracciones crudas
de ellos, pero no dan reacci6n con antigenos especificos como
la MPO. .

Es importante discutir la especificidad de isotipo de los
ANCA. La gran mayorfa de los estudios revisados no hacen
hincapié en este punto, Yy 8e reporta la presencia de
anticuerpos tipo IgG. Solo un trabajo reporta la presencia de
ANCA tipo IgM donde después hay un cambio de isotipoc a IgG
(44) . Gracias a estas observaciones se decidié en el presente
estudio 1la utilizacién de un conjugado policlonal que
permitiera evidenciar cualquier isotipo de inmunoglobulinas,
ya sea IgG, IgM o IgA puesto que muchos de los pacientes, si
no todos, a los que se les realizé la prueba estuvieron en
algtin momento bajo la administracién de terapia
inmunosupresora.

Uno de los objetivos de este trabajo fue buscar alguna
correlacién entre las caracteristicas clinicas propias del LES
y la presencia da ANCA en su suero. Como se puede Ver en el
cuadro 3 no encontramos ninguna - - una asociacién entre las
caracteristicas clinicas y la presencia de ANCA.

La Gnica manifestacién destacada al respecto fue el eritema
malar gue se encontré en 4 de los 7 pacientes(57%) ANCA
positives. Sin embargo, no establece una asociacién ya que una
gran proporcién de pacientes ANCA negativos han presentado
eritema malar en el curso de su evolucién.

Los dates de laboratorio de los pacientes ANCA positivos
tampoco establecieron asociaciones significativas. Se presentd
hipocomplementemia en 3 de los 7 pacientes, 1lo cual no
correlaciona con la presencia de ANCA ya gue la mayoria de los
pacientes tenfan la enfermedad activa y por lo tanto la
hipocomplementemia habitaualmente asociada.

En muchos estudios se ha discutido el papel patogénico de los
ANCA(15,20,22,34,35), y aunque su presencia pueda conatituir
un marcador serolégico relacionado con el dafic vascular en
algunas entidades clfinicas como la WG(15,16,20), no podemos
concluir que los ANCA sean causa de patogenicidad, porgue no
se ha establecido una relaci6n directa con- el dafio a 1los
vasos.
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Se necesitan estudios mis completos y especificos sobre los
ANCA en LES para llegar a establecer su verdadera importancia.
Sin embargo, este trabajo estimula la inquietud sobre el papel
patogénico de dichos autoanticuerpos en esta enfermedad y la
necesidad de realizar estudioas complementarios al respecto.

Finalmente, hasta que se establezcan métodos mi&s especificos
para la deteccitn de ANCA, la prueba de IFI sobre neutréfilos
fijados con etanol, continua siendo un método de rastreo Gtil
para use clinico. Los casos positivos en esta prueba, deben
ser confirmados por una prueba antigeno-especifico,
especialmente cuando el patrén obtenido es p~ANCA.
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7. CONCLUBIONES

1.~ Los anticuerpos Anticitoplasma de MeutrSfilos (AMCA), se
encuentran presentes en algunos casos de LES juvenil.

2.~ La incidencia de ANCA en un grupo de 50 nifios con
diagnéstico de lupus eritematoso sistémico fue del 14%.

3.~ pe los casos positivos en el grupo de estudio, el 86%
(6/7) mostré un patrén de inmunofluorescencia correspondiente
al patrén p-ANCA, v el restante 14% (1/7) un patrén c-ANCA.

4.= La técnica de inmunofluorescencia indirecta es una prueba
de rastreo Gtil para la bGsgueda de los ANCA en pacientes de
enfermedades diversas.

S.= No se encontré ninguna corralacién importante entre las
caracteristicas clinicas de la enfermedad y la presencia de
ANCA en sus sueros.

6.- No hubo correlacién entre las pruebas d4de laboratorio
habituales y la presencia de ANCA en la migma mnuestra de
suerae.

7.= Los ANCA no constituyen una prueba Gtil para el
diagnéstico en el LES juvenil, ni para el seguimiento de la
actividad de la enfermedad.
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