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Abstract

Inflammation and necrosis of blood vessel wall occurs in primary
vasculitic disorders. An attempt to classify these diverse forms of
vasculitis resulted in the Chapel Hill international consensus
definitions , which affect many different vessel size as the determinant
of classification. Weneger granulomatosis, microscopic polyangeitis
and Churg Strauss syndrome are described as a small vasculitis and
are acknowledged to be commonly associated with antineutrophil
cytoplasm antibodies (ANCA).

Understanding the pathogenesis of ANCA-associated vasculitis is
important for the development of novel therapeutic agents, and
important advances have been made in recent years. ANCA are thought
to contribute to the pathogenesis of the small-vessel vasculitides ,
activating cytokines-primed neutrophils and monocytes, which
express the ANCA antigens, proteinase 3 and myeloperoxidase, on their
surface. Neutrophils respond by developing the capability of adhering
to cytokine activated endothelial cells, generating a respiratory burst,
releasing proteolytic granule contents, and secreting proinflammatory
cytokines. ANCA also interfere with the normal processes of resolution
of inflammation. Neutrophil apoptosis is dysregulated by ANCA
activation of neutrophils, preventing apoptotic cell removal, which in
turn allows progression to secondary necrosis, a highly phlogistic
event. Electron microscopy studies show the presence of necrotic

leucocytes with the intracapillary space.



Resumen

La inflamacion y necrosis de la pared de los vasos sanguineos ocurre
en enfermedades vasculares primarias. En un intento de clasificar las
diversas formas de vasculitis se hizo la clasificacion de Chapel Hill
basadas en el tamafio del vaso afectado. La granulomatosis de
Weneger, la poliangeitis microscopica y el sindrome de Churg-Stauss
son descritos como vasculitis de pequefios vasos y son cominmente
asociadas a anticuerpos contra el citoplasma del neutrofilo.

El entender la patogénesis de las vasculitis asociadas a ANCA facilita
el desarrollo de nuevas terapéuticas. Los ANCA contribuyen a la
patogénesis de las vasculitis de pequefios vasos, activando los
neutrdfilos y monocitos que expresan los antigenos de ANCA,
proteinasa 3 y mieloperoxidasa, sobre su superficie. Los neutrofilos
responden adhiriéndose a la superficie de las células endoteliales
activadas, generando el estallido respiratorio, liberando el contenido
de granulos proteoliticos y secretando citocinas proinflamatorias. Los
ANCA interfieren ademas con el proceso normal de resolucion de
inflamacién. La apoptosis de los neutréfilos es desregulada por la
activacion de los neutrodfilos por los ANCA, evitando la remocion de
cuerpos apoptoticos, lo cual lleva a una progresion de necrosis. Los
estudios de microscopia electrénica muestran la presencia de

leucocitos necroéticos dentro del espacio intracapilar.



Vasculitis

Bajo el termino de vasculitis se incluye un grupo altamente
heterogéneo de enfermedades cuyo nexo comiin radica en su sustrato
histopatolégico: inflamacion de los vasos sanguineos de forma aguda o
cronica que puede llevar a la necrosis, fibrosis o trombosis (Cassidy
2002).

El tipo de inflamacion vascular depende de el tamafio del vaso
afectado, la localizacién y el numero de vasos involucrados. Se pueden
afectar practicamente todos los tramos del arbol vascular incluyendo

arterias, venas, capilares y venulas post capilares (Kamesh, 2003).

Las vasculitis son mediadas por mecanismos inmunolégicos y se
agrupan en primarias cuando no existen factores desencadenantes
definidos, o secundarias cuando estin dentro del contexto de una
patologia bien determinada como infeccion, neoplasia o enfermedad

de tejido conectivo (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico).

La clasificacion de las vasculitis primarias o sistémicas se han basado
en el calibre de los vasos afectados. Grande: arteritis de Takayasu,
arteritis de células gigantes; mediano: poliarteritis nodosa,
enfermedad de Kawasaki; pequefio vasculitis por hipersensibilidad,
vasculitis de Churg-Stauss, granulomatosis de Weneger y poliangeitis
microscopica. Todas las vasculitis comparten caracteristicas
patoldgicas, sin embargo existen hallazgos microscopicos distintivos
que permiten el reconocimiento de categorias especificas de vasculitis

(Cassidy 2002).



Las arterias musculares pueden presentar lesiones focales o
segmentarias. Estas Gltimas (afectan toda la circunferencia del vaso)
llevando a oclusién o estenosis con infarto distal en 6rganos. Las
lesiones focales podrian llevar a la formacién de aneurismas. La
hemorragia o el infarto en Organos vitales internos son las

complicaciones més serias de la vasculitis (Cassidy 2002).

El espectro clinico de las vasculitis es amplio, puede ser asintomético
y limitarse a un 6rgano o vaso, o bien ser sistémicoy fulminante, por
ejemplo las vasculitis que afectan los vasos pequefios tales como
venulas, capilares y arteriolas causan purpura en la piel, mononeuritis
multiple en nervios periféricos, mialgias en musculo esquelético,
hemorragia de mucosa en intestino, glomerulonefritis en rifién y
hemorragia alveolar en pulmén. Las vasculitis que afectan arterias
viscerales por ejemplo higado, rifién, intestino, pancreas y bazo causan
infarto y hemorragia que resultan en dolor, disfuncién y liberacion de
enzimas intracelulares hacia la circulacion. La vasculits que afecta la
aorta y sus grandes ramas causa isquemia y se manifiesta con
disminucién de los pulsos, claudicacion, gangrena digital e

hipertension renovascular (Cassidy 2002).

Patogenia de la vasculitis

A finales de los afios sesenta y principios de los setenta , modelos

experimentales del fen6meno de Arthus y la enfermedad del suero

proporcionaron una informacién muy interesante sobre el potencial



lesivo de los complejos inmunes sobre el arbol vascular, y durante casi
veinte anos se sabia que estos eran el inico mecanismo patogénico
capaz de lesionar los vasos. Recientemente se ha producido un avance
considerable en la identificacion de nuevos mecanismos patogénicos

diferentes (Hoffman, 2002).

Las vasculitis son enfermedades inflamatorias en las cuales las paredes
de los vasos sanguineos son el blanco de una agresién inmunolégica. La
inmunopatogenesis de las vasculopatias inflamatorias se ha centrado
en el hecho de que el dafio endotelial es consecuencia de la infiltracién
de células inflamatorias dentro y alrededor del vaso sanguineo. Los
fendmenos autoinmunes desempefian un papel primario en el
desencadenamiento de la vasculitis, sin embargo se desconoce que
mecanismos  determinan el inicio de autoreactividad. Distintos
agentes etioldgicos entre los que cabe considerar virus, firmacos y
otros agentes ambientales no bien identificados tienen mimetismo
molecular con proteinas humanas, lo cual da lugar a la generacion de
autoanticuerpos que inician o forman parte de una respuesta

inmunopatolégica a nivel vascular (Noel,1998).

Una caracteristica de las vasculitis es su preferencia por determinados
lechos vasculares definidos. Se cree que esta selectividad se da por el
microambiente del vaso afectado, especificamente la composicion

celular y molecular de la vasculatura (Noel,1998).



Vasculitis asociadas a ANCA

Aunque las enfermedades asociadas a ANCA son variables en su
expresion clinica, debido principalmente a la diferente localizacién
de la vasculitis en los 6rganos, existe una lesion vascular patologica
basica que es compartida entre los pacientes con diferentes sindromes
y entre diferentes tipos de vasos en un paciente. Esta lesion se
caracteriza por necrosis mural fibrinoide con cariorrexis e infiltrado
de leucocitos. Los neutréfilos predominan en las lesiones tempranas, y
los leucocitos mononucleares en las lesiones tardias. Por microscopia
de inmunofluorescencia, todas las lesiones vasculares de ANCA se
caracterizan por ausencia o minimo depoésito de inmunoglobulinas en
las pared de los vasos, lo cual es una evidencia en contra del papel
patogénico del deposito complejos inmunes o de su formacion in situ .
Las vasculitis con autoanticuerpos anti-citoplasma del neutréfilo
tienen tres principales expresiones clinicopatologicas: Granulomatosis
de Weneger, sindrome de Churg-Strauss y poliangeitis microscopica
(Cassidy, 2002).

Deteccion de anca en suero

Los métodos de laboratorio que se han utilizado para la detecciéon de
anca incluyen la inmunofluorescencia indirecta (IFI), el
radioinmunoesayo (RIA), el inmunoensayo enzimatico (ELISA), ELISA
por captura, el Western Blot, el Dot blot y la inmunoprecipitacién. Sin

embargo, a excepcion de la IFI y ELISA, las otras técnicas se han usado



esporadicamente y basicamente de manera experimental. (Arranz,
2001)

La inmunofluorescencia fue el primer método introducido, su
confiabilidad depende del sustrato celular usado, del proceso de
fijaciéon, del almacenamiento de las laminillas, de los tiempos de
incubacién y de lavado. Con neutrofilos fijados con alcohol se pueden
diferenciar los dos patrones de tincién: el patron citoplasmico (c-
ANCA) y el perinuclear (p-ANCA). La interpretacion de los patrones de
IFI requiere de gran experiencia.

La inconsistencia encontrada en la interpretacion de los patrones de
ANCA entre los diferentes laboratorios impulso para la realizaciéon de
ensayos en fase solida de antigeno-anticuerpo como ELISA para

mieloperoxidasa, lactoferrina y proteinasa 3 (Arranza, 2001).

Western-blot es una técnica que a diferencia de radioinmunoanalisis y
el andlisis inmunoabsorbente unido a enzima no cuantifica los niveles
de ciertos antigenos o anticuerpos, sino que con esta de puede
identificar y caracterizar bioquimicamente a los antigenos contenidos

en un mezcla compleja.

Inmunopatogenia de los anticuerpos anticitplasma del

neutrafilo en la vasculitis

Los autoanticuerpos con especificidad para componentes
citoplasmaticos del neutrofilo se denominan anticuerpuerpos

anticitoplasma de neutréfilo (ANCA del inglés anti-neutrophil



cytoplasmic antibodies). Este término se acufié en 1989 en el segundo
taller internacional de ANCA (Russell k, 2001).

Los ANCA fueron descritos inicialmente a principios de 1960 en
pacientes con artritis reumatoide, neutropenia autoinmune y colitis
ulcerativa (Wiik,2000). Sin embargo la identificacién fue en 1982 por
Davies y cols. en Australia, al observar que los anticuerpos del suero de
una pequefia cohorte de pacientes con glomerulonefritis necrotizante
se unian a neutroéfilos humanos (Vivete d Agati J. 2002).

Sin embargo, fue hasta 1985 cuando un grupo de investigadores
alemanes y daneses encontraron una fuerte asociacion entre los
anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo y la granulomatosis de
Weneger activa (Hellmich, 2003).

El siguiente paso fue la determinacion de los blancos antigénicos de los
anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo (ANCA). Se observaron dos
patrones de tincion, el perinuclear y el citoplasmatico, por
inmunofluorescencia, después de la aplicaciéon de suero de un paciente
sobre un substrato de neutrdfilos fijados con alcohol. El patrén
perinuclear (p) corresponde a ANCA con especificidad para
mieloperoxidasa, mientras que el patron citoplasmatico (c)
corresponde a ANCA con especificidad para proteinasa-3 (c-ANCA).
Ambos blancos antigénicos son citoplasmaticos y residen en granulos
azurofilos y lisosomas de los neutréfilos y monocitos, pero debido a
que la mieloperoxidasa se distribuye en la membrana nuclear durante
la fijacién de la muestra con alcohol da un patrén perinuclear en el
neutréfilo. Sin embargo esto no sucede al fijar con formaldehido
(Vivete d Agati j,2002 y Hellmich b, 2003).



El patrén citoplasmatico (c) se ha asociado a proteinasa 3, y en menor
porcentaje a elastasa y catepsina. (Witko, 2000). El patron
perinuclear (p) se ha asociado a MPO y lactoferrina (Rarok, 2003).

A principios de los noventa los investigadores dirigieron sus esfuerzos
a correlacionar el tipo de patrén y especificidad antigénica de los
ANCA con distintos sindromes clinico-patologicos. Los c-ANCA
fueron detectados en pacientes con granulomatosis de Weneger,
mientras que los p-ANCA predominan en pacientes con poliangeitis
microscopica, glomerulonefritis creciente y sindrome de Churg-Strauss
(Vivete d Agati, 2002). Zweiman y cols describen que los ANCA
determinados en suero de pacientes con artritis reumatoide son

predominantemente antielastasa (Zweiman b. 1999).

El isotipo predominante de ANCA es IgG, sin embargo se han descrito
IgM o IgA. No se han determinado las subclases de ANCA para cada
tipo de vasculitis (Clayton , 2000, Arranz, 2001y Peen, 2000).

Los antigenos blanco de los ANCA estidn dirigidos contra moléculas

almacenadas en los diferentes granulos citoplasmaticos del neutrofilo.

Los granulos azuréfilos son los primeros que se forman en el estadio de
promielocito, contienen mieloperoxidasa y proteinasa 3 (PR3). Mas
tardiamente, en el metamielocito, se forman los granulos secundarios



que contienen lactoferrina y colagenasa, seguido por los granulos
terciarios que contienen gelatinasa.

Bajo ciertos estimulos los neutrofilos liberan sus granulos que contiene
enzimas (Witko, 2000).

Después de la degranulacion las enzimas son inhibidas, la proteinasa 3
por a-1 antitripsina y mieloperoxidasa por ceruloplasmina (Esnault,
2002) .

Se sabe que las enzimas de los granulos se pueden encontrar fuera de
estos. La proteinasa 3, una serin proteasa de los granulos azuréfilos, se
ha determinado en la membrana de estos (Witko, 2000).

Witko y Schonermarck han estudiado en neutréfilos circulantes no
activados de diferentes grupos de individuos sanos que, unos expresan
PR3 sobre la membrana y otros no, PR3 + o PR3- (Witko, 2000;
Schonermarck, 2001).

In vitro la expresion MPO en la membrana citoplasmatica de los
neutroéfilos se ve incrementada por TNF-a (Falk, 1990).

La expresion antigenos (enzimas) en la membrana citoplasmatica y de
los granulos podria explicar la accesibilidad de los ANCA.

Aln no se ha dilucidado como se alcanzan los otros antigenos

secuestrados a nivel intra-citoplasmico.



Se desconoce cuales son los mecanismos que generan la producciéon de
ANCA. Sin embargo algunos hallazgos explican parcialmente este
proceso.

Los neutroéfilos son activados por citocinas, como el factor de necrosis
tumoral alfa(TNF-a), factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF) y el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-f1), secretadas durante episodios de enfermedad inflamatoria o
infecciosa, induciendo translocaciéon de antigenos blancos (PR3 y
MPO) del citoplasma a hacia la superficie extracelular en donde son
accesibles al sistema inmune, incluyendo linfocitos autoreactivos con
potencial para desarrollar una respuesta autoinmune (Ben-Smith,2001
y Zweiman, 1999). Se han determinado niveles elevados de TNF-a en
pacientes con vasculitis sistémica, los cuales se han asociado al inicio o

reactivacion de la vasculitis con fenémenos infecciosos (Rarok, 2003).

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso a través del
cual la célula es eliminada por fagocitosis sin producir reacciones
inflamatorias nocivas. Se caracteriza por ruptura del DNA,
condensacion y fragmentacion nuclear, cambios en la distribucion de

lipidos en la membrana plasmatica y separacion de las células de la



matriz extracelular. Los cuerpos apoptdticos son fagocitados
rapidamente. Este tipo de muerte fisiol6gica contrasta con la necrosis,
en la cual la integridad de la membrana plasmatica se pierde y el
contenido celular es degradado por enzimas y liberado, resultando en
una inflamacién patolégica (Esnault, 2002).

La falta de aclaramiento de los cuerpos apoptdticos se ha asociado a
autoimunidad. En pacientes con vasculitis renal asociada a ANCA se
han demostrado alteraciones en la fagocitosis de cuerpos apoptoticos.
La ingesta y degradacion de los cuerpos apoptoticos por los fagocitos
es un proceso rapido lo cual hace dificil encontrarlos en cortes
tisulares, sin embargo, en este grupo de pacientes hay macrofagos con
cuerpos apoptoticos. Los antigenos blanco para ANCA son expresados
sobre la superficie de las células en apoptosis (Esnault, 2002).

De forma experimental se indujo perdida la tolerancia inmunoldgica a
los neutrofilos, se generaron ANCA al inyectar cuerpos apoptéticos
singénicos a ratas. Se desconoce cuéales fueron las sefiales de dafio que
llevaron a la produccion de estos autoanticuerpos (Esnault, 2002).

En un estudio realizado por Cohavy y cols. encontraron reactividad
cruzada de ANCA de suero de pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal, con epitopes de antigenos proteicos de bacteriodes caccae
y escherichia coli por inmunoblot. Este hallazgo podria explicar la
generacion de ANCA por mimetismo molecular (Cohavy,2000).

El Gnico desencadenante externo de vasculitis identificado, es el
medicamento antitiroideo propiltiouracilo, sin embargo se desconoce

a través de que mecanismo ocurre (Savag y cols, 2002).



La activacion del neutrofilo por ANCA puede ser a través de las
regiones F(ab)2 o Fc. Los F(ab)2 se unen a MPO o PR3 de la
membrana, como estas proteinas no poseen dominios
intramembranales para la sefializacion se cree que estan unidas a f2
integrinas, a través de las cuales se inicia la sefalizaciéon (Rarok,
2003).

El complejo MPO 6 PR3-anca interacciona a través de su Fc con los
FcyRs de la superficie del neutroéfilo. Los neutroéfilos expresan
predominantemente fcyrRIla (CD32) y FcyIIR (CD16), que son
proteinas transmembrana tipo I (Rarok, 2003). El entrecruzamiento
de los receptores Fcy in vitro, ya sea usando agregados de IgG como
complejos inmunes o anticuerpos monoclonales especificos, produce
fagocitosis del neutroéfilo, degranulacion y estallido respiratorio (Ben-
Smith, 2001).

Las vias de sefializacion para la activacion de los neutrofilos se conocen
parcialmente. Se sabe que la activacién de fosfolipasa C es dependiente
de la tirosin cinasa e independiente de proteina G, con la consiguiente
elevacion del nivel calcio intracelular e iniciacion del estallido
respiratorio (Rarok, 2003; Ben-Smith, 2001). Los mediadores
proinflamatorios liberados por los neutroéfililos son el oxido nitrico,
metabolitos reactivos de oxigeno y enzimas proteoliticas (Kamesh,
2002).

Los ANCA estan implicados en la iniciaciéon del dafio endotelial y
vascular en las vasculitis en las que estan presentes (Ben-Smith, 2001)
Las célula endotelial desarrollan un fenotipo de activaciéon en las
vasculitis asociadas a ANCA con incremento de la expresion de

moléculas de adhesion, promoviendo su interaccion con células



inflamatorias circulantes como los neutréfilos. Una vez que se adhieren
a las células endoteliales las dafan a través de sus enzimas (Kamesh,
2002).

= S5 =)

Se ha descrito la presencia de PR3 en células no mieloides, incluyendo
células endoteliales. Se ha demostrado su presencia sobre las células
endoteliales después de la estimulacion con enzimas proinflamatorias o
por uniéon después de haber sido liberadas de neutréfilos en

degranulacion a través de fuerzas electrostéticas (Rarok, 2003).

La proteinasa 3 y la mieloperoxidasa unida directamente a la célula
endotelial provocan que la célula endotelial se separe de la membrana

basal y sufra apoptosis (Rarok, 2003 y Kamesh, 2002).
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Ademds los ANCA se pueden unir PR3, MPO y elastasa a las células
endoteliales e inducir citotoxicidad mediada por anticuerpos de las

células endoteliales (Kamesh, 2002).
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No existe evidencia de que la patogénesis de los anca sea a través de
complejos inmunes circulantes (Witko, 2000).

Las células T podrian participar en la patogénesis de la vasculitis
asociada a ANCA. La respuesta proliferativa in vitro de los linfocitos T
periféricos a PR3 purificado fue positiva en pacientes con vasculitis
activa, y negativa en pacientes con enfermedad controlada o sujetos

sanos. (Clayton, 2000 y Christensson, 2000).
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