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PREGENCIA DE ANTICUERPOB ANTICITOPLASMA DE

NEUTROFILO (ANCA) EN TUBERCULOHIS.

I. INTRODUCCION.

La tuberculosis es una infeccion crdnica, que en los dltimos
anos ha tenido un importante resurgimiento, especialmente entre
ciertos grupos de poblaciodn.

La relevancia que este hecho cobra en el momento actual, no
puede subestimarse, y de ahi surge la necesidad de continuar con
la investigacion acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos que
intervienen en la enfermedad tuberculosa, la respuesta inmune gque
sucede en contra del agente infeccioso y la busqueda de métodos
de diagnostico y de mejores antibiéticos que frenen la infeccién
o su diseminacidn, especialmente en los casos de tuberculosis
multiresistente.

La respuesta inmunolégica que se establece al inicio de la
infeccién por Mycobacterium tuberculosis se caracteriza por
vasodilatacion, edema, exudado fibrinoso y translocacidén de
lecucocitos al sitio de infeccion, en particular
polimorfonucleares (PMN's). En el pulmén, portal de entrada del
microorganismo, la presencia de linfocitos se debe probablemente
a la secrecidén de linfocinas provenientes de macrofagos

alveolares. Sin embargo, el papel de los PMN's parece ser de



menor importancia, si se le compara con el que tienen los
macrafagos y posteriormente, dentro de una respuesta
eminentemente celular, los linfocitos T. Sin embargo, es posible
identificar en la lesion tipica por micobacterias, en el
granuloma, la presencia de PMN's, los que anteceden a los
monocitos en dreas de inflamacion granulomatosa. Es discutible
incluso si los PMN's pueden jugar un papel importante en la
fagocitosis y muerte de micobacterias libres y/o en la inhibicion
de su crecimiento mediante mecanismos nho oxidativos, lo cual
eventualmente influye en la protecciéon en contra de las
micobacterias (1).

Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo (ANCA},
descritos inicialmente en 1985 por Davies et al (2), son un grupo
heterogéneo de anticuerpos, dirigidos a diversas proteinas,
especialmente enzimas, contenidas en grdnulos tanto azurofilos
como especificos de los neutrofilos. Algunas de estas enzimas
también estdn coptenidas en los granulos de monocitos,
especialmente la mieloperoxidasa (MPO) y la proteinasa-3 (PR3}.
Se conocen 2 tipos principales de distribucién de reactividad de
estos anticuerpos, uno de ellos citoplasmatico y dirigido sobre
todo, aunque no exclusivamente, en contra de proteinasa-3, y otro
perinuclear, cuya reactividad mas aparente es contra MPQO. Otro
patrén reconocido con clerta frecuencia, especialmente en otras
enfermedades diferentes a las vasculitis, a la glomerulonefritis
necrosante y a la enfermedad de Wegener, tiene una distribucioén
no definible y se le denomina atipica (para algunos autores A~

ANCA, otros lo denominan X-ANCA) (4,5).



Desde su descripcion original en pacientes con
glomerulonefritis (2) y enfermedad de Weqener (3), se han
reportado numerosas asociaciones con enfermedades diversas. Esto
ha motivado interés creciente en identificar a las diversas
proteinas contra quienes se dirige esta respuesta, la funcidén de
las mismas y las potenciales alteraciones a las que la presencia
de estos anticuerpos pueden llevar como parte de la patogenia de
las enfermedades en l0s cuales se encuentran. En cuanto a su
funcién, se ha mencionado por ejemplo que la proteinasa-3,
principal antigeno en contra del cual se dirigen los C-ANCA, por
ser idéntico a la mieloblastina y por encontrarse presente en
monocitos, detiene la maduracioén de los precursores de monocitos-
granulocitos. De esta forma, su inhibicién mediante algunos
anticuerpos, podria ser responsable de que dicho procesc
continuase, permitiendo asi la generacién de macroéfagos vy
eventualmente de células gigantes multinucleadas, las que son
parte esencial de la formacién de granulomas (6). En relacion a
esto iultimo, existen varios posibles mecanismos que ligan la
presencia de estos anticuerpos con la adhesién de leucocitos al
endotelio vascular, el dafioc de este ultimo y la subsecuente
presencla de estos elementos en los sitios de inflamacién
celulares (6).

Mecanismos similares pueden operar en etapas iniciales de
la primoinfeccién o reactivacion de la infeccion en tuberculosis.
En 1989 aparecio el primer y hasta ahora unico reporte conocido
por nosotros acerca de la presencia de ANCA en una paciente con

tuberculosis pulmonar, cuya presentacion clinica sugeria



fuertemente granulomatosis de Wegener (7). De forma similar
nosotros tuvimos un caso semejante, encontrando posteriormente
que el paciente tenia tuberculosis pulmonar (observacion
personal). Estimulados por este hallazgo decididimos estudiar la
presencia de estos anticuerpos en tuberculosis.

Varios estados infecciosos se han asociado a la presencia
de ANCA, entre ellos, endocarditis y neumonias bacterianas,
neumonia atipica, glomerulonefritis postestreptocdécica, hepatitis
virales. 8in embargo, sélo se conocen reportes de casos, y acerca
de tuberculosis, ningin estudio ha tratado de establecer de
manera fehaciente la presencia de estos anticuerpos, cuyo posible
papel patogénico se ha esbozado, en esta importante enfermedad
(5).

Por otro lado, es de llamar la atencién que ciertas
infecciones cronicas como la que nos ocupa, y otras enfermedades
autoinmunes en naturaleza, como la granulomatosis de Wegener,
tengan como caracteristica histopatologica, la presencia de
granulomas, de ahi que la presencia de estos en entidades
aparentemente disimbolas o no relacionadas, pudiese ayudar a
conocer, & incluso, tener origen en mecanismos patogénicos
comunes, algunos de los cuales ya se han mencionado en los
pdrrafos precedentés. La presencia de ANCA en ambas enfermedades

ayudaria en la investigacion de tales fenémenos.



II. OBJETIVOS.

1. Estudiar en el suero de enfermos con tuberculosis
definitiva o probable (ver definiciones, seccién V), la presencia
de anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo (ANCA), y compararlo
con lo encontrado en suero de sujetos normales y un grupo de

pacientes con otras enfermedades cardiopulmonares.

ITI. HIPOTEBIB.

Los pacientes con tuberculosis tienen ANCA en su suero.

1IV. DISENO DEL EATUDIO.

El disefio utilizado fue el de casos y controles, tomando
como los primeros a los enfermos con tuberculosis diagnosticada
mediante la forma que se describe mds adelante y los segundos a
partir de sujetos sanos en su mayoria y otros con patologias
cardiopulmonares consideradas dentro del diagnéstico diferencial
de la tuberculosis. Por tanto el estudio fue observacional,
retrospectivo, transversal, descriptivo y comparativo con 1la

poblacion control.



V. DEFINICION DE LA POBLACION OBJETIVO.

Los sigulentes criterios fueran los que definieron las

poblaciones de estydio,

CRITERIOS DE INCLUBION:
Se establecieron las siguientes cataegorias dentro de los

enfermos con tuberculosis:

TB DEFINITIVA: pacientes con cultivo(s) positivo(s) para M.
tuberculosis.
TB PROBABLE!:
1. con manifestaciones clinico-radiolégicas e
histopatologia (enfermedad granulomatosa compatible) MAB
baciloscopias positivas o

2. respuesta terapeutica especifica.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Tener s6lo sospecha o posibilidad de Infeccién tuberculosa
a partir de la presencia unica de manifestaciones clinico-
radioldgicas o presencia de granuloma en biopsias tisulares o
baciloscopias positivas o PPD positivo.

Presencia de alguna otra enfermedad sistémica en la cual se

haya descrito la presencia de ANCA,



UBICACION ESPACIO TEHPORAL:

Se colectaron los sueros de los pacientes con las
caracteristicas antes mencionadas de los servicios de
hospitalizacion y/q consulta externa del Instituto Nacional de
la Nutricién “Salvador Zubiran" y del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, esto ultimo mediante la generosa
ayuda de los Dres. Eduardo Sada y Erasmo Martinez Cordero, del
periodo comprendido entre diciembre de 1994 y febrero de 1995.
La principal determinante para la obtencién de los sueros de los
enfermos fue la asequibilidad de pacientes en el lapso de 1 meses

citado.

VI. MATERIAL Y METODOS.

Se estudiaron pacientes con tuberculosis en cualquier érgano
o sistema. Esto se hizo de manera tanto directa al revisar a los
enfermos hospitalizados con diagnéstico presuntivo de
tuberculosis, como indirecta, mwediante la revision de datos
clinicos contenldos en el expediente. Los datos necesarios se
recolectaron en una hoja de informacién que se muestra en el
apéndice., Los pacientes recibian tratamiento fundamentalmente a
base de isoniazida y rifampicina en aquellos casos caon actividad
de la enfermedad (n=41), pero 7 de estos pacientes fueron
multirresistentes a tratamiento y recibian otros esquemas,
Consideramos al tratamiento como una variable independiente de

la presencia de ANCA en este momento, apoydndonos en lo descrito



en granulomatosis Qe Wegener referente a este aspecto (8).

Se obtuvo también suero de sujetos sanos gue acudieron al
banco de sangre del Instituto Nacional de la Nutricion “Salvador
Zubiran® (INNSZ) vy del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiraotiras (INER) (n=47), el cual se tratoé de la misma forma
para la busqueda de anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo.

Un segundo grupo control (n=7) estuvo compuesto por enfermos
con otras patologias de orden cardiopulmonar como enfarmedad
pulmonar obstructiva crénica, insuficiencia cardiaca congestiva
venosa, tumor mediastinal, alveolitis alérgica extrinseca y
silicosis, quienes se encontraban hospitalizados durante el
periodo de estudio, y que presentaban manifestaciones clinicas
compatibles con tuberculosis, pero en quienes posteriormente se
establecieron los diagnésticos citados. En estos enfermos no
existia asociacién 'con infeccién tuberculosa o de otro tipo, ni
constituyeron enfermos dentro de la mayoria de las categorias
nosoldgicas asociadas con mayor frecuencia a ANCA, como sindromo
de Felty, hepatopatias, enfermedad inflamatoria intestinal o
glomerulonefritis (4). Tuvimos un control con LEG. Estos 7 casos
en total, sirvieron como otro tipo de control, en vista de la
posibilidad de ser utilizados como controles positivos, debido
a reportes previos donde se ha descrito positividad
particularmente a P-ANCA (4,5,9). Se obtuvieron en su mayoria del

INER.



DETECCION DE ANCA:

La deteccion de ANCA se efectud mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFI}), Para ello se obtuvieron comercialmente
laminillas que cuentan con 10 pozes cada una, en las cuales
existen neutrofilos humanos fijados en etanol (The Binding Site,
Birmingham, UK}.

Se efectuavon diluciones de los sueros en estudio iniciando
a 1:20 con PBS y continuando con diluciones al doble, es decir
1:40, 1:80, 1:160 y 1:320 como maximo. En cada uno de los pozos
se colocaron 10 microlitres de la dilucidn y se incubaron por 30
minutos en cdmara himeda a temperatura ambiente. Después de esto,
se lavaron por 10 minutos en 2 ocasiones con PBS. Un segundo
anticuerpo (anti-~lg humana marcado con fluoresceina) se diluyo
en PBS a una dilucion 1:50 y se adadié a los pozos., Este 20,
anticuerpo marcado se diluyd ademis de con PBS con azul de Evans
al 6% con la finalidad de eliminar fluorescencia inespecifica.
Se incubdé igualmente en cdmara humeda a temperatura ambiente por
30 minutos y se volvieron a efectuar 2 lavados en PBS, de 10
minutos cada uho. Se sacaron las laminillas dejandose secar al
alre ambiente, para posteriormente afadir a cada pozo una gota
de glicerol, cubriendo la taminilla con un cubreobijetos, después
de lo cual se procedid a la lectura en microscopio de luz
ultravioleta.

Los resultados se expresaron como positivos o negativos. Los

primeros bajo una valoracidn subjetiva en cruces de la siguiente

manera:
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+ Patrén de tincion leve,
++ Patrén de tincion moderada.
+++ Patrdn de tincién intensa.

Ademds, se correlaciond esto con la diluciodn conocida y el
resultado positivo maximo de acuerdo a la dilucidn efectuada que
aun resultd ser positiva,

La distribucién de la fluorescencia determiné el patrdn de
los ANCA, es decir, con una distribucion periférica y en
contiguidad al nucleo (P-ANCA), o bien disperso en todo el
citoplasma de la célula (C-ANCA) (ver fotes).

En aquellos casos donde se obtuvo un patrén P-ANCA positive,
se repitié la prueba en neutrofilos fijados con formaldehido,
debido al fendmeno conocido donde los antigenos que reconocen
estos anticuerpos mediante esta técnica pueden ser anticuerpos
antinucleares (AAN) y no estar realmente dirigidos en contra de
los componentes de los granulos azuréfilos (4). Al ser la prueba
positiva y tener la fluorescencia un patron de distribucien
citopldsmico en estas laminillas, se consideraron los resultados
como realmente positivos a P-ANCA. El método en este caso fue el
siquiente,

OBTENCION DE NEUTROFILOS:

Se tomaron 20 cc. de sangre periférica en jeringa desechable
con 5 a 10 U de heparina. Posteriormente se diluyd la sangre en
15 ml. de solucioén de Hanks, mezclandola con 15 ml. de PlasmaGel
(Cellular Products, Buffalo, NY, EUA) mediante inversién suave.
Se dejo sedimentar la mezcla por 60' en tubo Falcon de

polipropileno, después de lo cual se aspiraron los 25 cc. de la
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capa superior, rediluyendo la mezcla a 50 c¢c. totales con
solucion de Hanks, después de lo cual se centrifugd por 5' a 400g
en 2 ocasiones, Se resuspendié el botdén celular en 20 cc. de sol.
de Hanks que contenia .1% de albumina bovina. BSe tomaron
alicuotas de 5 cc., decantandolas suavemente en 4 gradientes
discontinuos de Ficoll~Hypaque (F-H).

La capa superior consistié de 3 cc de 1.076 gr/ml de F-H y
la inferior de 1.15 gr/ml de F~H. Se centrifugaron los gradientes
por 40' a 2659 a temperatura ambiente. La interfase superior se
desechod (contiene células mononucleares) y la inferior se aspird
cuidadosamente lavandola 2 veces en sol. de Hanks con .1% de
albimina sérica bovina por 10' a 100g. Las células obtenidas se
resuspendieron en 1 x 10.6/ml en medio 199 suplementado con 25mM
de amortiguador de UHEPES y 5% de suero bovino fetal. Esta
suspensidén celular sirvio para la preparacién de frotis sobre
portaobjetos revestidos con una capa de 22% de albumina bovina.
Se secaron los portachjetos al aire, fijandolos en formaldehido
al 4% por 5' a 4*C, dejandolos secar de nuevo para usarse de
inmediato o almacenarlos a -20¢C para uso posterior,

Los resultados se expresaron como negativos o positivos,
caso este ultimo en el cual se informé inicial y temporalmente
mediante cruces (+, ++ o +++) y posteriormente a la dilucion
maxima a la cual se obtuvo fluorescencia, como se reporta en los

resultados,
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VII. ETICA.

Este estudio al tener por objeto buscar la presencia de ANCA
en pacientes con tuberculosis limité los riesgos jque sobre el
paciente tuvo la elaboracidn de este protocolo, puesto que nos
cefimos a recabar informacién clinica y una muestra biolégica de
los pacientes (suero). No fue necesario obtener tal muestra en
mas de una ocasién, y esta no cxcedio los 10 cc. Si el paciente
decidia no ser puncionado para la obtencidn de sangre venosa para
obtener el material bioldgico, esto no se efectud.

Por otro lado no existié en ningun momento y de ninguna
manera modificacion de las decisiones diagnésticas o terapeiticas
que sobre el paciente se tomaron a partir de los resultados, o

bien, para obtener las muestras.

Los riesqos para quienes laboramos en el proyecto fueron los
siqguientes:

Contagio: 1o cual se evité mediante el uso continuo de
mascarilla o cubrebocas dado el portal de entrada del
microorganismo, Ademas el contacto con el enfermo fue el ninimo
requerido para obtener sangre.

El otro riesgo es el inherente al manejo de suero de los
enfermos, el cual se limité con su manejo cuidadoso y rutinario
mediante uso de guantes y la disposicidn adecuada de los

wateriales punzocortantes (jeringas, aqujas) que se utilizaron.
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VIII. ANALISIS EBTADISTICO,.

La informacion recabada incluyé en un primer nivel de
andlisis la descripcidn de la poblacién estudiada tanto de casos
como de controles, por medio de medidas de tendencia central
(media) y dispersion (desviacién estandar). En un sequndo nivel
de andlisis se establecieron las asociaciones entre la
positividad a ANCA en forma global y por tipo (C~ANCA y P~ANCA)
como variables binarias comparadas con la variable dependiente:
caso-control (analizando en forma independiente el qrupo control
de sujetos clinicamente sanos y el grupo control de enfermos).
La medida de asociacion calculada fue la razon de momios (RM).
La significancia estadistica de esta medida se estimé mediante
ptueba exacta de Fisher (dos colas) o chi-cuadrada con correccion
de Yates. Asimismo, para las RM calculadas se presentan los
intervalos de confianza al 95 por ciento. Todo el andlisis

anterior fue procesado en el paquete estadistico SPS5/PC v5.02,

IX. RESULTADOS.

Se estudiaron 47 pacientes con tuberculosis, la mayoria de
ellos, con tuberculosis pulmonar; solamente se tuvo un paciente
con empiema tuberculoso y otro mds con tuberculosis en misculo
psoas derecho, aunque este enfermo previamente habia presentado
tuberculosis a nivel cutdneo, renal, ganglionar e intestinal.

Siete pacientes cubrieron nuestros criterios para ser catalogados
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copo definitivos, y los restantes 40, en su mayoria mediante
baciloscopia en expectoracion con cuadro clinico compatible mas
respuesta terapeutica especifica, se catalogaron como probables
(Fig.1). En esta categoria, s0lo 2 de los enfermos presentaror
ademads histopatologia compatible. Al momento del estudio, 41
enfermos tenian actividad clinica y 6 estaban inactivos. Estos
ultimos todos con tuberculosis pulmonar, mientras que en el grupo
de activos quedaron incluidos los 2 con enfermedad extrapulmonar.

Hubo 16 mujeres, 24 hombres y de 7 pacientes no se tuvo este
dato, pues fueron muestras obtenidas de la seroteca del
departamento de Microbiologia del INER. Las edades estuvieron en
un rango de 17-78 afos para los pacientes, con una media
aritmética de 42.5 afios, y una desviacién estandar de 15.8.

En cuanto a las enfermedades concomitantes en el grupo de
tuberculosis tuvimos 14 pacientes; las mds frecuentes fueron: en
4 pacientes, cor pulmonale créonico, atribuible al proceso fimico
cronico, mismo numero visto para diabetes mellitus (DM), sequido
de procesas bronquiales agudos y giardiasis en 2 casos, y con uno
estuvieran hepatopatia por drogas antifimicas, ascaridiasis,
amibiasis y nefropatia diabética,

En cuanto a los datos de los controles sanos (n=40), 8
fueron del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y 32
del Instituto Nacional de Nutricién; los restantes 7 controles
(6 del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y 1 del
Instituto de Nutricién) con las patologias descritas

anteriormente, se dividieron de la siguiente forma: en un caso
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tumor mediastinal, en otro alveolitis alérgica extrinseca, en
otro insuficiencia cardiaca congestiva, otro mas con silicosis,
2 con enfermedad pulmonar obstructiva crénica y una paciente
tenia lupus eritematoso generalizado. Veintiocho fueron del sexo
masculino y 17 del femenino, desconciéndose este dato en 9
enfermos cuyo suero se obtuvo de la seroteca del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias, En cuanto al rango de
edad en este grupo esta fue de los 18 a los 67 ahos, con una
media aritmética de 38.8 ahos y una desviacién estandar de 12.5

anos,

RESBULTADOS DB LA PRUEBA DE ANCA:

Los resultados tanto para C-ANCA como para P-ANCA y su
titulacion en los grupos de estudio se encuentran descritos en
las tablas 1y 2, asi como en la fig. 4,

En el grupo de enfermos con tuberculosis se tuvieron 26
resultados negativos y 21 positivos, 17 para C-ANCA y 4 para P-
ANCA (Fig.2). En el grupo de controles tuvimos 47 resultados
negativos y 7 positivos, 3 para C-ANCA y 4 para P=-ANCA (Fig.3).
Debe de hacerse notar que de estos 7 resultados positivos, 5 son
del grupo de pacientes con otras patologias y solamente dos de
los controles sanos fueron positivos, ambos para P-~ANCA, Los
controles positivos con enfermedad tuvieron la siquiente
distribucion en cuanto a tipo de ANCA: 3 C~ANCA positivos (unc
con enfermedad pulmonar obstructiva cronica, uno con alveolitis
alérgica extrinseca y uno con insuficiencia cardiaca congestiva,

todos a titulos bajos), 2 con P-ANCA (la enferma lupica y la
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paciente con tumor mediastinal). Ambos sanos fueron P-ANCA

positivos,

Al considerar la cateqgoria de tuberculosis (definitiva o
probable), 3 de los enfermos en la primera fueron C-ANCA
positivos, mientras los restantes 4 tuvieron negativo el
resultado de esta prueba. De los probables, 22 fueron negativos
para el examen, wientras 14 fueron C-ANCA positivo y todos los
positivos para P-ANCA se encontraron en esta categoria. Ambos
enfermos con tuberculosis extrapulmopar fueron ANCA-negativos.

Se encontrd diferencia estadisticamente significativa entre
el grupo control en forma global (sanos y enfermos con otras
patologias) y el de tuberculosos en cuanto a la positividad para
ANCA (C- o P-ANCA) (RR 5.42, IC 95% 2.03-14.45, p=,0038).
Separando ambos tipos de ANCA esto mostrd ser aun mayor para C-
ANCA (RR 7.08, IC 95% 2.17-23-04, p=.0038), mientras que para P-
ANCA no hubo diferencias.

Al considerar solo a los controles sanos, las diferencias
fueron ain mds marcadas, encontrando para todo el grupo de
positivos una correlacién mayor con la presencia de tuberculosis
(RR 18.17, IC 95% 3,94-83,81, p=.00001). Al igual que con el
grupo control completo, existié la misma diferencia entre C~ANC?
y P-ANCA, siendo la primera estadisticamente significativa para
positividad en los enfermos tuberculosos, mientras que la 2a. sin
diferencia en relacién a los controles.

Otras asociaciones tales como diferencias entre la

probabilidad de tener la prueba positiva de acuerdo a la
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categoria de tuberculosis (definitiva o probable) o 1la
resistencia a tratamiento en el grupo de enfermos (7 casos), no
pudo establecerse, ni tampoco entre la probabilidad de
positividad de acuerdo a la actividad de la tuberculosis, esto
ultimo debido a lo pequefio de la muestra.

En todos los casos P-ANCA positives, la confirmacion
mediante el uso de neutréfilos fijados en formaldehido, resultd
también positiva, por lo que podemos afirmar que los resultados

de P-ANCA son realmente positivos mediante la técnica usada.

IX. DIBCUBION

Desde su descripcién en granulomatosis de Wegener (3) los
anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo, en particular, en su
variedad C-ANCA se han considerado como un elemento importante
para establecer el diagndstico de esta patologia rara, polimorfa
y no siempre fécil de identificar, aunque la presencia de estos
anticuerpos no se encuentran considerados como un elemento de
clasificacion dentro de los criterios del Colegio Estadounidense
de Reumatologfa (ACR) (11). Esto es sin embargo discutible dados
los datos que apoyan una importante sensibilidad y especificidad
de esta prueba. En forma general, la especificidad de la prueba
va en los melores casos de 96-99% y la sensibilidad también se
aproxima a esas cifras (8,12,13)., El método mas comin y
originalmente descrito fue el aqui wusado, es decir,

inmunofluorescancia indirecta (IFI). Esto se debid, en un
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principio al desconocimiento de los antigenos en contra de
quienes se dirigian los anticuerpos. En los ultimos anos ha sido
posible identificar la naturaleza de los mismos, aunque debe
aclararse que no todos han sido identificados y probablemente no
sean unicamente los hasta ahora descritos,

A pesar de ello, y puesto que ninguna prueba diagnéstica
ofrece un 100% de sensibilidad y especificidad, se ha postulado
que la presencia de cuadro clinico compatible y positividad para
C-ANCA justifican pensar en el diagnéstico de Wegener en los
pacientes en esta situacion, especialmente en aquellos en quienes
el diagndstico histopatolégico no se puede establecer por
diversas razones.

La mayoria de los anticuerpos que dan el patrén
citoplasmdtico de ANCA (C~ANCA) reconocen a la proteinasa 3 o
mieloblastina (14), una de las proteasas de serina la cual se
localiza en los granulos azurdfilos tanto de PMN's como de
monocitos segin se ha descrito por Csernok et al (15) y cuya
funcidn parece ser la de participar en la remodelacién tisular
granulomatosa debido a su similitud funcional con la elastasa,
Ademas, se conoce que esta proteinasa interviene en la formacion
de enfisema en un nmodelo experimental (16}. Por otro lado, los
principales antigenos reconocidos  por P-ANCA son la
mieloperoxidasa y la lactoferrina, y estos son los anticuerpos
mds heterogéneos en cuanto a su presencla en diversas
enfermedades sequn se ha descrito,

Es importante comentar gue en casi todos los trabajos en los

que se han utilizado controles con otras patologias, los numeros
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son pequeitios. En el caso de la tuberculosis, enfermedad
granulomatosa crénica, con caracteristicas clinicas en ocasiones
indistinguibles de la granulomatosis de Wegener, especialmente
con respecto a las manifestaciones pulmonares, el estudio inicial
de van der Woude (3), es el que mds controles tuberculosos tiene
(n=15), A pesar de ello, la muestra es limitada y no se describen
nas datos de esos enfermos. Dado el antecedente citado en la
seccion correspondiente (7), decidimos abordar nuevamente este
aspecto.

Varios son los puntos ademds de los solamente clinicos, que
en comun ofrecen las lesiones patolodgicas, asi como los actores
celulares y sus productos, que permiten establecer similitudes
en ambas enfermedades, Esto nos lleva a considerar algunos
aspectos fisiopatoldgicos.

Se conoce en tuberculosis una respuesta sumamente compleja,
mediada por PMN's, macrofagos y linfocitos T. Recientemente la
red de citocinas se ha implicado en el reclutamiento de efectores
celulares en sitios de infeccion mediante la intervencién de IL-
1, IL-2, TNF-alfa, y mds recientemente IL-8. Todos ellos son
producidos una vez que Mycobacterium tuberculesis es ingerido por
PMN's o macréfagos, amplificando la respuesta en contra de este
agente y permitiendo asi el inicio de una respuesta inmune que
pretende limitar la diseminacién de la enfermedad (17). Se sabe
que IL-1 y TNF-alfa son importantes en fomentar la presencia de
linfocitos T y la diferenciacién de células fagociticas hacia
células epitelioides que intervienen en 1la formacién de

granulomas. En cuanto a IL-8, su produccion se ve incrementada
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por los macréfagos alveolares de pacientes con tuberculoesis
pulmonar y puede a su vez participar en el reclutamiento mayor
de neutrofilos al sitio de infecclién (18): ademds este wltimo
factor funciona también como angiogénico, de tal manera que se
puede establecer una presencia eventual de células endoteliales
en zonas afectadas por la micobacteria y/o que se encuentran en
regeneracion.

Aunque se sabe que la destruccion de micobacterias por PMN's
y macrofagos parece ser independiente de radicales oxigeno o
hidroxilo, la liberacion de productos de estas celulas, en
especial las enzimas de los grdnulos azurofilos, en el
microambiente donde se llevan al cabo estos procesos, podrian ser
responsables en parte de la generacidn de ANCA en paclentes con
tuberculosis. Una vez formados los ANCA, podrian participar
mediante aquellos mecanismos postulados con anterioridad, en la
formacién de granulomas, la induccién de mayores interacciones
entre células endoteliales y neutrdfilos, o el reclutamiento de
linfocitos T al sitio correspondiente.

Los mecanismos propuestos en mediar el dano tisular por
parte de los ANCA son varios. Algunos autores han demostrado que
la actividad elastinclitica de los ANCA sobre proteinasa-3 no
siempre estad presente, y pueden por el contrario conferirle un
papel protector frente a otras enzimas con capacldad
elastinolitica al unirse a la proteina y permitirle continuar con
su degradacion de matriz extracelular y dafo vascular (6). Esto
a su vez, podria a partir de células endoteliales, perpetuar la

generacidon de ANCA mediante la liberacién de moléculas de
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adhesion por parte del endotelio. De hecho, Gross et al (6) han
demostrado que la presencia de TNF-~alfa e 1L-8 genera activacion
de PMH's y translocacién de proteipasa-3  desde sitios
intracelulares a la superficie celular, donde podrian interactuar
con los ANCA. Ademas, esta enzima (PR3I) también se ha demostrado
en las células endoteliales y su superficie (19). Asi, se
establece un vinculo entre estos mecanismos y aquellos descritos
anteriormente, donde la produccion de IL-8 parece intervenir
también en la patogenia de la tuberculosis,

Los ANCA estimulan la degranulacién de PMN's mediante
mecanismos gque promueven la fosforilacién de ciertas proteinas
que actuian en tal proceso, incrementando las concentraciones de
calcio intracelular (20). De forma directa también se ha visto
que las células endoteliales pueden ser danadas directamente por
los PMN's al través de ANCA, especialmente aquellos dirigidos en
contra de MPO in vitro (6).

El método empleado (IFI) deja, a la luz de contar ahora con
nejores métodos de deteccién y con antigenos identificados como
los blancos de los ANCA, cierto cuestionamiento acerca de si los
anticuerpos detectados corresponden a ANCA. En el laboratorio
estamos estandarizando el método de ELISA en contra de
mieloperoxidasa y proteinasa~3. Sin embargo, un punto a favor lo
constituye el que este método sigue siendo empleado como primer
paso para detectar ANCA, y que cuenta con una alta sensibilidad
mediante la técnica upada por nosotros, apegada a los estandares
internacionales. Asimismo, la presencia de sélo 2 controles

positivos a titulos bajos apoyan esta nocién,
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En cuanto a los hallazgos de C~ y P-ANCA en 5 de 7 controles
con otras patologias, es de especial interés que C-ANCA estuvo
presente en un paciente con alveolitis alérgica extrinseca y en
otro con enfermedad pulmonar cbstructiva cronica con predominio
de enfisema, como se ha visto en otros reportes (3,10). Asimismo,
el hallazgo de P-ANCA en nuestra paciente con LEG no difiere de
lo citado (9). Hasta el momento no tenemos una explicacion
satisfactoria para la presencia de C-ANCA en el paciente con
insuficiencia cardiaca congestiva.

Cabe la posibilidad de que en estos casos, la presencia de
ANCA constituyan casos falso positives, especialmente si se toma
en cuenta que no excedieron una dilucion 1:40; sin embargo,
tampoco se puede afirmar, especialmente en los casos con
patologia pulmonar, que estos anticuerpos puedan ser tomados como
realmente falsos, y menos aun, descartar que su presencia en
algunas de estas patologias tengan un vinculo con los mecanismos
fisiopatologicos que operan en vasculitis, enfermedad de Wegener
o quiza, tuberculosis.

De hecho, Kao (16) ha mostrado que la proteinasa-3
interviene en la generacion de enfisema en hamsters, e invocando
uno de los potenciales mecanismos patogenéticos de los ANCA, la
evasion de proteinasa~3 a la destruccién por enzimas mediado por
ANCA, puede brindar 1la oportunidad de un contimio proceso
elastinolitico a nivel alveolar. .

De esta forma, la presencia de ANCA en tuberculosis como se
demuestra en este trabajo, tiene una explicacién razonablemente

aceptable. Desde luego, varios puntos deben considerarse: por un
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lado, ante la prevalencia de tuberculosis, la muestra parece aun
pequena, pero los resultados vistos en este grupo de 47 pacientes
son significativos con respecto a la presencia de ANCA, De hecho,
la mayoria de los C-ANCA observados fueron en el grupo de
enfermos, y los tjtulos a los cuales se observo positividad
llegaron en 4 de los casos a ser superiores a una dilucién 1:80,
mientras que para P-ANCA solamente en uno de los 4 casos
positivos, el titulo fue superior a 1:40 (fig. 4), Con estos
datos no es posible afirmar por ahora que mayores titulos
signifiquen mayor posibilidad de tener cuberculosis o actividad
de la misma como se expreso en la seccién de resultados., Otras
asociaciones tales como relacion entre titulos positivos o altos
con la categoria (definitiva o probable) o presencia de
enferpedades concomitantes tampoco permite efectuar inferencias
al momento.

El dlagndstico de tuberculosis no slempre es fdcil y a
excepcion de la demostracion en cultive del agente causal, ningin
otro método diagndstico ofrece certeza plena de su existencia.
No siempre es sencillo obtener cultivos positivos de muestras
tisulares o secreciones, y otros meéetodos como seroclogia o
baciloscopias no han mostrado incrementar 1a sensibilidad
diagndstica de la enfermedad en forma confliable. Los ANCA podrian
ofrecer una posibilidad mis dentro del estudio diagndstico en
gulenes se sospecha esta enfermedad, pero desde luego, no pueden
obtenerse conclusiones a este respecto derivadas de las
observaciones de este estudio y se requiere disefar a partir de

los datos obtenidos, un estudio gue busque establecer en forma



24

prospectiva el potencial diagndstico de la prueba de ANCA en
tuberculosis. Por otro lado, solamente se realizé la
determinacien de ANCA en un momento a lo largo de la evolucidn
de los enfermos, dentro de los cuales, como ya se ha descrito en
la seccion donde se define la poblacion, existe cierta
heterogeneidad en cuanto a actividad de la enfermedad,
resistencia a tratamiento y sobre todo, puede cuestionarse el
diagnostico ateniéndose a que lo ideal seria tener cultives
positivos de todos los pacientes. Fs posible afirmar sin embargo,
que todos estos sujetos eran portadores de tuberculosis de
acuerdo a los métodos empleados y el conjunto de estos con la

presentacion clinica, asi como su respuesta al tratamiento,

X. CONCLUBION.

Con la evidencia presentada es posible afirmar que los ANCA
estan presentes en tuberculosis pulmonar. Por el momento no
podemos demostrar un vinculo entre este hecho y la patogénesis
de la tuberculosis, pero si ampliar la lista de padecimientos
asociados a ANCA,

pPebido a que la asociacién mas fuerte existid con C-ANCA
podemos establacer que la presencia de estos no deben llevar a
concluir, en presencia de manifestaciones clinicas sugerentes de
enfermedad de Wegener, gue esta enfermedad existe sin haber antes
descartado tuberculosis, especialmente dadas las implicaciones

terapeiticas que esto tiene, Con ello, los C-ANCA al igual que
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otra serie de anticuerpos, no son especificos o patognoménicos
de enfermedad alquna.

Asimismo, existe 1la posibilidad de que mecanismos
fisiopatogénicos similares operen en enfermedades donde 1la
inflamacién granulomatosa sea la expresién de diversos estimulos,

especialmente de orden infeccioso,
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TABLA 1.

RELACION DE TIPO Y TITULO DE ANCA

EN  CONTROLES 8ANOS.
1:40 1:80
P-ANCA 1 1
n=2
RELACION DE TIPO Y TITULO DE ANCA
EN CONTROLEB CON OTRAS PATOLOGIASB.
C~ANCA P-ANCA
1:20
1320 1:40
EpoC 1
Iccy 1
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ALERGICA 1
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LEG 1
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RELACION DE TIPO Y TITULO DE ANCA
EN PACIENTES TUBERCULOBOS.
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TABLA

RELACION ENTRE TIPO Y TITULQ DE ANCA
CON LA CATEGORIA DE TUBERCULOSIS
(DEFINITIVA O PROBABLE)

. Definitiva Probable
1:20 1 5
1:40 2
C-ANCA 1:80 1 4
1:160 1 1
11320 2
1:20 1
P-ANCA 1140 2
1:80 1

negativo 4 definitivos (2 extrapulmonares)




CATEGORIAS DE TB. (DEFINITIVA O PROBABLE)
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RESULTADOS DE ANCA EN TUBERCULOSOS
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RESULTADOS DE ANCA EN CONTROLES (sanos y enfermos)
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RELACION ENTRE TITULO DE ANCA 'Y ACTIVIDAD DE LA TB
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TH Y AHNCA

NOMBRE EDAD
REGISTRO
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DIAGNOSTICO

CONFIRMACION

Histopatolégica Baciloscopia Cultivo
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