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RESUMEN: Los anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo (ANCA) han sido descritos en las vasculitis sistémicas idiopaticas y en
una amplia variedad de enfermedades inflamatorias. Estos anticuerpos reaccionan con moléculas de los granulos azuréfilos de los
granulocitos neutrdfilos (PMN). Se evalud el efecto de estas interacciones sobre funciones esenciales del PMN. Método. Los PMN
se separan por adherencia al vidrio y se los enlrenta a suspensiones de C.albicans durante 5, 15, 30, 40 y 60 minutos en presencia
y ausencia de pANCA. Se diferencian las levaduras vivas de las muertas por coloracién de Giemsa. Resultados. Se observe
disminucion relativa de la fagocitosis en el sistema con pANCA a t= 5, 15, 30 y 40 minutos (p<0.05) y disminucion relativa de
la lisis en presencia de pANCA a los 60 minutos (p<0.05). Conclusiones: Estas observaciones demuestran alteraciones en la
inmunidad producidas por la presencia de pANCA y podrian ser de significado patogénico en las vasculilis sistémicas.
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SUMMARY: Brissén, C; Blanzaco, P; Pedro, M; Denner, S; Giugnl, M; Minella, K; D'Alessandro M. Antineutrophil cytoplasmic
antibodies (ANCA) have been described In the Idiopathic systemic vasculitides, but also in a wide variety of other inflammatory
disorders. They react against molecules of neutrophils azurophils granules (PMN). The aim of the present study was to determine
PANCA interference with the physiological functions of the PMN.

Methods. The PMN are separated trough glass-adherence and then exposed to C.albicans suspensions during 5, 15, 30, 40 y 60
minutes with pANCA presence and absence. Live and dead yeast are identified using Giemsa's stain. Results. Phagocylosis
PANCA system phagocytosis was found decreased to t= 5, 15, 30 and 40 minules (p<0.05) and pANCA system intracellular
killing was found decreased to 60 minutes (p<0.05). Conclusions: our dala demonsirate an impairment of the immunity exerted
by pANCA. The fact could be of pathogenic significance in systemic vasculitis.
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Introduccion

Los anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo
reaccionan contra enzimas presentes en los granu-
los azurdfilos de los PMN y monacitos principalmente.
Fueron descritos inicialmente por Davies y col en
1982 (1) y se asocian fuertemente a varias formas
de vasculitis (2) que se han clasificado como
“vasculitis asociadas a ANCA" (granulomatosis de
Wegener (WG), glomerulonefritis necrotizante
segmentaria (GN), poliangeitis microscopica (MPA)),
a enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (asociada
principalmente a colitis ulcerosa (CU) (3)) y a enfer-
medades reuméticas (4). También se los ha descrito

en procesos infecciosos como infecciones por HIV
(5), toxoplasmosis, lepra, sepsis, etc. (6-8).

Si el PMN se expone a bajas dosis de molécu-
las proinflamatorias, como factor de necrosis tumoral
(TNF) 0 IL-1, expresa sobre su membrana el conteni-
do de los granulos azurdfilos, sobre los que pueden
actuar los ANCA. Los principales antigenos para
ANCA son: la proteinasa 3 (PR3), asociado fuerte-
mente a anti-PR3 en WG y de patrén generalmente
citoplasmatico (CANCA) cuando se detectan por
inmunofluorescencia indirecta (IF) sobre neutréfilos
fijados con etanol (9); la mieloperoxidasa (MPQ)
(10,11), responsable principal del patrén perinuclear
(PANCA) y otras enzimas como la lactoferrina (LF),
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la proteina bactericida por incremento de la permeabi-
lidad (BP1), la catepsina G, etc.

Los ANCA se asocian a enfermedades de base
inmunoldgica y se discute si su papel en las mismas
es patogénico o un epifenémeno. Se debe avanzar en
el conocimiento del rol fisiopatogénico de cada célu-
la que en forma basica aportaré a la comprension de
los mecanismos de lesion, reparacion y/o regula-
cion, de los aspectos que hacen a su inmunocom-
petencia para la prevencion de infecciones que pu-
dieran estar asociadas y de la posibilidad de una
inmunomodulacién como terapia.

El desafio de los PMN con levaduras opsonizadas
induce la fagocitosis y la activacion celular con libera-
cion de especies reactivas de oxigeno. La integridad
anatomica y funcional de la membrana citoplasmatica
es basica para una fagocitosis eficiente. La accion de
la MPQ es fundamental en el asa bactericida depen-
diente de oxigeno y es la principal enzima implicada
enladestruccion de C. albicans (12). MPQ es el prin-
cipal antigeno asociade a pANCA (13), por lo que se
selecciono esta levadura para identificar alteraciones
en la fagocitosis y de la lisis y se estudiaron las fun-
ciones en forma dindmica.

Pacientes y método

Pacientes: los sueros fueron obtenidos de los
individuos sanos seleccionados para establecer la
prevalencia de estos anticuerpos en nuestra zona
(14) que resultaron positivos para pANCA por IFl so-
bre PMN fijados con etanol absoluto (The Binding
Site, Birmingham, UK). Fueron utilizados solamente
aquellos sueros que resultaron negativos para facto-
res antinucleares (ANA) sobre células HEp2 y cuyo
patrén era definidamente perinuclear y que se hicie-
ron citoplasméticos haciendo la prueba con PMN
fijados con formalina absoluto (The Binding Site,
Birmingham, UK). La muestra se selecciond tenien-
do en cuenta los titulos de pANCA que presentaban,
utilizdndose aquéllos que diferian en = 1 titulo res-
pecto al valor modal obtenido en el laboratorio con la
técnica de IFI. De esta manera, se trabajo con sueros
cuya concentracion de anticuerpos no diferia entre si
de acuerdo a las convenciones empleadas en la in-
terpretacion de las técnicas de cuantificacion por di-
lucidn. Se utilizé el valor modal para poder contar
més sueros para utilizar en las pruebas.
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Método (12,15)

El método emplea como técnica de separacion
de los neutrdfilos su propiedad de adherencia al vi-
drio. Esta técnica posee un rendimiento de 40 a 60
fagocitos por campo de 1000x, con una viabilidad
mayor al 99%. La funcidn de fagocitosis y de lisis se
mide ofreciendo levaduras fagocitadas que, al final
del proceso, se colorean con Giemsa para su re-
cuento. El colorante de Giemsa colorea en forma di-
ferencial las levaduras vivas (oscuras) y las muer-
tas (imagen en sacabocado).

Levaduras: se utilizaron cultivos de C. afbicans
en agar Sabouraud de 8y 10 h. Las suspensiones se
prepararon en el momento de usar, ajustando su con-
centracion a 5-8.10° candidas/ml. La suspension se
realiz en solucion de Hanks “. Se opsonizo con 20%
de suero pANCA (pruebas) o pool de sueros AB, ANCA
negativos {controles).

PMN: neutréfilos humanos normales grupo 0,
Rh positivos, MPO positivos por citoquimica. El cri-
terio de normalidad utilizado considera que el dador
no refiriera historia de infecciones bacterianas a re-
peticion, periodontitis, abscesos frios, granulomas,
figbre de origen desconocido.

Separacién de los PMN por adherencia al vi-
drio: |a sangre se obtuvo por puncion venosa, se
coloco sobre portaobjetos limpios aproximadamen-
te 2 ml de sangre, se incub6 30 minutos a 37°C en
cdmara himeda, se despeg6 el codgulo y se lavo
con Hanks',

Fagocitosis y lisis: se agreg6 2 ml de la sus-
pension de levaduras a cada portaobjetos y se incu-
bd 5,15, 30, 40y 60 minutos. Cumplidos los tiempos
se lava y dejo secar. Luego se colored con Giemsa.
Cada punto se procesd por duplicado.

Recuento: se cont6 el nimero de levaduras
fagocitadas (azules) y lisadas (imagen en sacabo-
cados) por 200 neutrdfilos y se refirid a porcentaje
empleandose como dato el promedio de las lecturas
de los duplicados.

Andlisis estadistico: las variables fagocitosis
(F) y lisis dependiente de MPQ (LMPO) distribuyen
segln curvas normales. Se aplicé la prueba t de
Student para comparar si la diferencia entre norma-
les y tratados es estadisticamente significativa fijan-
do un nivel de significacién igual a 0.05.
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a) Fagocitosis

Tabla 1: Fagocitosis de C.albicans frente a sueros controles o sueros con pANCA

Tiempo en minutos Fca/100 PMN _ Valor de p

Sueros Controles Sueros pANCA
Media = § Media = §

5 190,500+10,015 167,750 = 21,907 0,026

15 307,667 = 7,967 257,250 = 27,876 0,001

30 319,667 = 4,033 278,250 = 14,028 0,001

40 338,667 = 11,894 308,375 + 18,462 0,030

60 428,500 = 19,305 404,625 + 29,071 0,090

Conclusion: al nivel de significacion alfa = 0.05
hay diferencia estadistica para la fagocitosis de C.
albicans por PMN normales entre las pruebas
opsonizadas con sueros coniroles y 1as opsonizadas

con sueros pANCA en los tiempos 5, 15, 30 y 40
minutos.

Con el mismo criterio, los valores hallados para
t=60 min. en ambos sistemas, no difieren entre si.

b) Lisis

Tabla 2: Lisis de C. albicans frente a sueros controles o sueros con pANCA

Tiempo en minutos LMPO/100 PMN Valor de p
Sueros Controles Sueros pANCA
Media = § Media = §
5 0,833 = 0,258 0,875 + 0,443 0,829
15 1,167 + 0,258 1,250 + 0,267 0,568
30 1,500 = 0,316 1,500 = 0,463 1,000
40 2,167 = 0,408 1,750 = 0,534 0,124
60 3,917 = 0,665 3,125 = 0,518 0,038

Conclusion: al nivel de significacion aifa = 0.05
no hay diferencia estadistica para la lisis de C.
albicans por PMN normales entre las pruebas
opsonizadas con sueros controles y las opsonizadas
con sueros pANCA parat= 5, 15, 30, y 40 minutos.

Con el mismo criterio, los valores hallados para
t=60 min en ambos sistemnas, difieren entre si.

Discusidn
Los hallazgos experimentales muestran

una alteracion significativa en las funciones de
fagocitosis y de lisis dependiente de la MPO de los

PMN cuando se las evalda en presencia de pANCA.
Su andlisis cinético nos permite postular una serie
de mecanismos causales y es una fuente de hiptte-
sis para nuevas investigaciones funcionales del PMN
en relacion a las vasculitis asociadas a pANCA.

Se han propuesto dos modelos para explicar el
mecanismo de la fagocitosis, el cldsico modelo de
la cremallera (zipper) y el modelo del disparo (trigger).
El primero implica control local de la fagocitosis de
las particulas opsonizadas (las apsoninas son mo-
léculas que pueden unirse a la particula por alguna
parte de su estructuray por otra a receptores especi-
ficos sobre el PMN) y requiere reclutamiento
secuencial de receptores que interactGan con el res-
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to de |a superficie celular, Esto resulta en la forma-
citn de un seuddpodo que se extiende sobre la parti-
cula en la zona donde los ligandos se unen a sus
receptores. La respuesta estd completamente bajo
control local y sostiene que el proceso completo in-
cluye el reclutamiento de otros receptores ademas
de los involucrados en la union inicial. El sequndo
modelo explica la fagocitosis segtn un mecanismo
de disparo de una sefal que precipita una respuesta
celular cuya magnitud es independiente de la inten-
sidad de la misma y donde no se produce una union
tan continua de la membrana celular a la particula.

1. Posibles causas de la disminucién de la
fagocitosis hasta los 40 minutos

(a) Elbloqueo de los FcyR por los complejos
ANCA-Ag disminuiria la cantidad de receptores para
opsoninas inmunoglobulinas especificas para las
levaduras. Estos receptores pueden ser ocupados
también por otros complejos Ag-Ac presentes en el
microentorno celular, en este caso pANCA-Ag, y lo
que discontinuaria la “cremallera”, Los antigenos
para los ANCA llegarian al medio extracelular de los
granulos liberados al medio durante la fagocitosis
(obsérvese que parat = 5 min hay ya unaimportan-
te cantidad de levaduras fagocitadas).

(b) Lareaccion de pANCA por F(ab') sobre sus
antigenos expresados en la membrana podrian ge-
nerar interacciones que dificultaran la formacion efi-
ciente de seudopodos a pesar de inducir la activa-
cion del PMN (16,17).

2. Posibles mecanismos que intervienen en la
normalizacion de los valores de fagocitosis para los
tiempos de prueba mas avanzados (t = 60 min)

(a) Metabolitos de las levaduras podrian faci-
litar la fagocitosis (18) haciéndose ésta més inde-
pendiente de la continuidad de los sitios de anclaje
(modelo “trigger”) entre la particula opsonizada y el
receptor (¢favorecedores no opsonicos?).

(b) La fagocitosis puede estar facilitada
preferencialmente por CR en esta etapa. El comple-
mento podria activarse por las reacciones Ag-Ac pro-
vistas por los complejos Ac-levaduras y ANCA-Ag
para ANCA proveyendo las fracciones con actividad
opsonica. La fijacion aislada de las particulas
Dpsonizadas con complemento a su receptor no es
suficiente para activar la formacion de seud6podos
sino que también necesita fijarse a Ia fibronectina y
la laminina extracelulares y la accion de ciertas
citocinas. La IL-1 podria ser provista por los
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monocitos presentes en la muestra. Esto puede ex-
plicar también la disminucién de la lisis para C.
albicans en este periodo ya que la unién por CR1
atenta la liberacién de MPQ y la produccion de HOCI
iniciada par union por Fe, sistemas microbicidas fun-
damentales para el neutrdfilo (19).

3. Posibles causas y mecanismos que inter-
vienen en las alteraciones de Ia lisis

(a) Elanalisis de los datos muestra que en los
primeros 40 minutos de prueba no hay diferencias
en la capacidad de lisis entre ambos sistemas en
estudio. Los anticuerpos anti-MPO acttian sobre un
sitio del complejo haluro-MPO-H,0, que disminuye
su eficacia microbicida. Aun esta disminucion es
suficiente, en unidn al resto de los mecanismos no
MPO dependientes 0 no dependientes de otros ANCA
diferentes de anti-MPO presentes en las muestras
para resolver |a oferta de particulas en los primeros
momentos de la prueba. Si la tendencia observada
para los valores superiores de tiempo se mantiene y
no se trata de una fluctuacion experimental, el au-
mente de levaduras fagocitadas o el agotamiento de
|os sistemas de compensacion condicionan una dis-
minucién de la lisis de estos microorganismos.

Conclusion

Estas observaciones sugieren un rol
patogénico “in vivo" para pANCA y explican en cierto
grado su relacion a las infecciones como iniciadoras
de las vasculitis o de las recaidas (1,5,6,7,9,11): una
temprana liberacién de granulos a partir de la
fagocitosis que pueden interactuar con los pANCA en
su microentorno y |a persistencia de los PMN en el
sitio de lainfeccion, prolongada por una fagocitosis
menos efectiva en un principio y una lisis disminui-
da posteriormente, no suficientemente alteradas para
predisponer a estos individuos a las infecciones
piogenas pero si para desbalancear el fendmeno in-
flamatorio local.

Abreviaturas utilizadas

ANCA: anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo;
pANCA: anticuerpos anticitoplasma del neutréfilo de
patron perinuclear; PMN: polimorfonuclear neutréfilo;
MPO: mieloperoxidasa; TNF: factor de necrosis
tumoral; IL-1: interleukina-1; WG: granulomatosis de
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Wegener; GN: glomerulonefritis necrotizante
segmentaria; MPA: poliangiitis microscopica; Ell: a
enfermedad inflamatoria intestinal; CU: colitis ulcerosa;
LF: lactoferrina; BPI: la proteina bactericida por incre-
mento de la permeabilidad; FcyR: receptor para Fc de
lgG; CR: receptores para fragmentos de C3.
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