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PREAMBULO

La presente tesis doctoral es el fruto de dos circunstancias bien determinadas. En
primer lugar, los tres estudios de los que consta, son el resultado de la colaboracién entre
varios centros hospitalarios sin la cual no hubiera sido posible su realizacion. En el
primer estudio, Anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo en la enfermedad inflamatoria
intestinal, colaboraron 3 centros: Hospital Clinic i Provincial de Barcelona, Hospital San
Joan de Reus, y Hospital Joan XXIII de Tarragona. En el segundo estudio, Antineutrophil
cytoplasmic antibodies in relatives of patients with inflammatory bowel disease,
colaboraron los mismos centros: Hospital Clinic i Provincial de Barcelona, Hospital San
Joan de Reus, y Hospital Joan XXIII de Tarragona. Finalmente en el tercer trabajo, Genetic
heterogeneity within ulcerative colitis determined by an interleukin-1 receptor
antagonist gene polymorphism and antineutrophil cytoplasmic antibodies, colaboraron
dos centros: Hospital General Vall d"Hebron de Barcelona y Hospital Joan XXIII de
Tarragona.

En segundo lugar, de la oportunidad de realizar una tesis doctoral a partir de
diferentes trabajos publicados en revistas de prestigio, siempre y cuando estos sigan una
misma linea de investigacion, que incentiva la practica de estudios y permite profundizar en

cada linea de investigacién, ademas de facilitar la elaboracion de la tesis doctoral.
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2.1. ANTICUERPOS ANTICITOPLASMA DE NEUTROFILO

2.1.1. Introduccién

Los anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo (ANCA: antineutrophil cytoplasmic
antibodies) son un conjunto de anticuerpos dirigidos contra componentes especificos del
citoplasma de los neutréfilos y de los monocitos'.

Los ANCA fueron inicialmente descritos en el afio 1982 por Davies y cols.” en
una serie de 8 pacientes con una glomerulonefritis necrosante segmentaria sin depésito de
inmunocomplejos, algunos de los cuales presentaban también manifestaciones clinicas de
vasculitis sistémica. Todos ellos rrespondieron satisfactoriamente al tratamiento con
glucocorticoides y ciclofosfamida o azatioprina, objetivindose la desaparicion de los
anticuerpos con la remisién de la enfermedad, y su reapariciéon en dos pacientes que
tuvieron una reactivacion clinica posterior. El desarrollo del proceso vasculitico y la
presencia de los anticuerpos se relaciond con la evidencia seroldgica de una viremia por
arbovirus. Dos afios més tarde, Hall y cols.’ observaron la presencia de los mismos
anticuerpos en otros 4 pacientes con glomerulonefritis necrosante (GN) y vasculitis
sistémica. La importancia de estos dos trabajos no fue reconocida hasta 1985, afio en el
que Van der Woude y cols.* establecieron por primera vez una estrecha asociacion entre
los ANCA vy la granulomatosis de Wegener (GW). En su estudio que incluy6 41 pacientes
con GW, Van der Woude y cols. definieron el patron de inmunofluorescencia
citoplasmético caracteristico de los ANCA asociados a la GW, demostraron que eran

inmunoglobulinas de la clase IgG, y sugirieron su utilidad para el seguimiento evolutivo
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de la enfermedad. Los hallazgos de los investigadores dano-holandeses fueron
rapidamente ratificados por otros grupos americanos y europeos, en varios trabajos
publicados entre los afios 1986 y 1989 **,

En al afio 1987 Savage y cols."”

reportaron la presencia de ANCA en otras
vasculitis sistémicas distintas a la GW, y un afio mas tarde Falk y Jennette' confirmaron
su asociaciéon con la GN pauci-inmune con o sin manifestaciones extrarrenales. Los
resultados de estos dos estudios fueron asi mismo répidamente corroborados por otros
autores'*®,

Numerosos estudios realizados durante esta ultima década han confirmado la
estrecha asociacion de los ANCA con la GW, y han delimitado las otras vasculitis
asociadas que incluyen el sindrome de Churg-Strauss, la poliangeitis microscopica (PM),
la GN pauci-inmune idiopética, y algunas vasculitis inducidas por farmacos'™. Su valor
como marcador seroldgico ttil para el diagndstico de estas enfermedades ha quedado bien

establecido, y se ha documentado su posible contribucién para la monitorizacién de las

mismas.

El descubrimiento de los ANCA representa uno de los avances més importantes
realizados durante los dltimos afios en el campo de las vasculitis, y sin duda, se puede
afirmar que ha marcado una nueva era en el estudio de las mismas. Por una parte, su
posible papel patogénico en el desarrollo de estos procesos, constituye un novedoso y
atractivo mecanismo inmunopatogénico capaz de producir lesion vascular™®. La

participacion de estos anticuerpos en la etiopatogenia de las vasculitis ha sido durante
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todos estos afios, y sigue siendo hoy en dia, unohde los campos més extensos y activos de
la investigacion sobre los ANCA. Por otra parte, el reconocimiento de que los procesos
vésculiticos primarios asociados, ademés de la posible implicacién patogénica de los
ANCA, comparten caracteristicas histopatoldgicas y clinicas muy similares, ha permitido
comprender que estas entidades se encuentran estrechamente relacionadas entre si. Estos
hallazgos han sido la base para el desarrollo de una nueva clasificacion de las vasculitis,
derivada de la conferencia de consenso de Chapel Hill de 1992 en la que se consensuaron
los nombres y las definiciones de las principales vasculitis primarias*. Esta clasificacion
incluye por primera vez el grupo de las "vasculitis asociadas a los ANCA", y es la que

mayoritariamente se sigue en la actualidad**.

Los ANCA no se asocian Unicamente al grupo de las vasculitis primarias
sefialadas. En efecto, desde los primeros afios de su descubrimiento, y durante los afios
posteriores, numerosos trabajos han demostrado su presencia en el suero de pacientes
afectados de diversas entidades distintas a las vasculitides**®. Actualmente estd bien
establecida su asociacion con diversas conectivopatias, hepatopatias de etiologia
autoinmune, procesos infecciosos, y la enfermedad inflamatoria intestinal (EII). Sin
embargo, contrariamente a los sindromes vasculiticos, la frecuencia con la que se
detectan los ANCA en estas patologias es muy variable, y su significado es todavia
incierto. Con respecto a la EIl, desde que en el afio 1990 se publicaran los primeros

49,50

estudios que demostraron su presencia en pacientes con colitis ulcerosa (CU) y

enfermedad de Crohn (EC), otros trabajos han confirmado plenamente dicha asociacion.
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2.1.2. Técnicas de deteccion de los ANCA

Las principales técnicas inmunolégicas utilizadas para la deteccion de los ANCA
son la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el andlisis del inmunoabsorbente unido a

enzima (ELISA)*"*,

2.1.2.1. Inmunofluorescencia indirecta (IFI

La IFI con neutréfilos fijados en etanol fue la primera técnica utilizada para la
deteccion de los ANCA, sigue siendo la méds empleada por la mayoria de laboratorios, y
es la que se considera en la actualidad como técnica de referencia.

Hasta el afio 1988 existieron notables diferencias metodolégicas para la aplicacion
de la IFI entre distintos laboratorios. Las mds importantes radicaban en los fijadores
utilizados, y en los tiempos y la temperatura de fijacién. Consecuentemente, los
resultados obtenidos por diferentes grupos eran dificilmente comparables. De esta forma,
durante las primeras jornadas de trabajo internacionales para el estudio de los ANCA
celebradas en Copenhague en al afio 1988, se procedid a estandarizar la técnica de la IFI
con neutréfilos fijados en etanol basdndose en las diferentes metodologias empleadas por
los distintos grupos de trabajo™. Estudios multicéntricos posteriores han demostrado una
alta reproducibilidad de los resultados obtenidos por distintos laboratorios cuando se
aplica la metodologia estandarizada por Wiik durante las citadas primeras jornadas de

trabajo sobre los ANCA*,
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2.1.2.1.1. Sustratos antigénicos

Los neutrofilos aislados de la sangre periférica de donantes sanos representan en la
aétqalidad el sustrato antigénico empleado para la IFl. El proceso de aislamiento,
separacion, y posterior fijacion de los neutrdfilos, se continua realizando en muchos
laboratorios. Actualmente, la comercializacion de portaobjetos con neutréfilos fijados en
etanol ha facilitado notablemente la elaboracion de la técnica.

Algunos autores habfan utilizado la linea promielocitica HL-60 como sustrato

antigénico alternativo a los neutr6filos®

. Estas células contienen gran cantidad de
granulos primarios, pero son deficitarias en granulos secundarios™. No obstante, existen
diferencias en sus distintas subpoblaciones debido a su crecimiento asincrénico y cambios
fenotipicos en el cultivo celular, lo que repercute en un déficit de produccion de proteinas
de los granulos primarios™®. En consecuencia, la utilidad de las células HL-60 como
sustrato alternativo a los neutrdfilos, depende fundamentalmente de la cantidad de los
granulos primarios y secundarios que posean las células utilizadas en cada laboratorio.
Por ello, los resultados obtenidos en varios trabajos han sido discordantes, y actualmente
esta linea celular ha dejado de utilizarse de forma rutinaria.

Recientemente, Specks y cols.” han sefialado que la utilizacion de una linea
celular de mastocitos humanos que expresan proteinasa 3 recombinante (células HMC-
1/PR3r) como sustrato antigénico para la IFI, constituye un método mis sensible y
especifico que la IFI standard con neutrdfilos fijados en etanol para la deteccion de los c-

ANCA/PR3-ANCA (ANCA con patrén de inmunofluorescencia citoplasmético cuyo

antigeno es la proteinasa 3).
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2.1.2.1.2. Patrones de inmunofluorescencia.

El patr6n de inmunofluorescencia inicialmente descrito en los primeros trabajos
fﬁe el patron citoplasmatico®”. En el afio 1988 Falk y Jennette' describieron por primera
vez la existencia de dos subtipos de ANCA: unos que presentaban una inmunotincion
perinuclear mediante la IFI con neutréfilos fijados en etanol y cuyo antigeno identificaron
comoyla mieloperoxidasa (MPQO), y otros que presentaban la previamente reconocida
tincion citoplasmética y que no reaccionaban con la MPO. Posteriormente, durante las
segundas jornadas de trabajo internacionales para el estudio de los ANCA celebradas en
Leiden en el afio 1989, se consensué la nomenclatura de los patrones de fluorescencia
obtenidos mediante IFI con neutréfilos fijados en etanol®. Asi, se distinguen dos patrones
fundamentales de inmunotincion: el patrén citoplasmatico y el patrén perinuclear,
conocidos respectivamente mediante los acrénimos c-ANCA (cytoplasmic o classical
ANCA), y p-ANCA (perinuclear ANCA). El patrén citoplasmético (c-ANCA) se
caracteriza por la tincidon granular del citoplasma, mds acentuada en el centro de los
polimorfonucleares (PMN) entre los segmentos nucleares. El patrén perinuclear (p-
ANCA) muestra una tincién difusa del niicleo que queda delimitado por un marcado
refuerzo periférico. Se han descrito otros patrones de inmunotincién que se caracterizan
por una tincién intermedia entre los patrones p-ANCA y c-ANCA. Estos otros patrones
se detectan por lo general en enfermedades distintas a las vasculitis. Estas reactividades se
pueden englobar dentro de un tercer patrén de inmunotincién que se ha denominado a-
ANCA (atypical ANCA) o x-ANCA, si bien la mayoria de autores las incluyen dentro del

grupo de los c-ANCA o p-ANCA, dependiendo del predominio de la tincion del
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citoplasma o del nicleo respectivamente*®. Las figuras 1 y 2 (p4gina 14) muestran los
dos patrones de IFI, cc:ANCA y p-ANCA.

| La existencia de estos distintos patrones de inmunotincion traduce la presencia de
anticuerpos dirigidos contra diferentes especificidades antigénicas, que se asocian
distintamente a diversas enfermedades. Aunque estas cuestiones se tratardn de forma

detallada mas adelante, a continuaci6n se exponen de forma resumida.

¢ c-ANCA

Aproximadamente el 90% de los c-ANCA corresponden a anticuerpos dirigidos
contra la proteinasa 3 (PR3) (PR3-ANCA)®**, Otras especificidades antigénicas que se
detectan muy raramente son la elastasa, la catepsina G, la lisozima, la BPI
(bactericidal/permeability increasing protein), y excepcionalmente la MPO%*,

Clinicamente los c-ANCA/PR3-ANCA se asocian principalmente a la GW. De
forma global se detectan en un 65-75% de los pacientes’®*'™*, y en la mayorfa de las
series en méds del 90% de las formas activas y generalizadas de la enfermedad. Sin
embargo, los c-ANCA/PR3-ANCA no son exclusivos de la GW, de tal forma que se
e.ncuentran en un 30-45% de las otras vasculitis asociadas a los ANCA (sindrome de
Churg-Strauss, PM, y GN pauci-inmune idiopatica). Finalmente, también se ha reportado
de forma variable la presencia de c-ANCA en algunos procesos infecciosos, y raras veces
en otras entidades, si bien las especificidades antigénicas son desconocidas en la mayoria

de estos casos*™*,
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¢ p-ANCA

A diferencia de los c-ANCA, las especificidades antigénicas del patrén p-ANCA
son mucho mas variadas. Los p-ANCA corresponden a anticuerpos dirigidos contra la
MPO, la elastasa, la catepsina G, la lisozima, la lactoferrina, la § glucuronidasa, la
azurocidina, la o-enolasa, la catalasa, las defensinas, la h-lamp-2 (human lysosomal-
associated membrane protein 2), las HMG1 y HMG?2 (high mobility group non-histone
chromosomal proteins HMGI y HMG2 respectivamente), y excepcionalmente la PR3%%.
A excepcion de la a-enolasa y la catalasa, todas las demas proteinas se localizan en los
granulos primarios y secundarios del citoplasma de los neutréfilos y monocitos. Sin
embargo, tal como se ha sefialado, el patrén de IFI que producen con neutrdfilos fijados
en etanol es perinuclear. La explicacion de esta particularidad radica en que el patrén p-
ANCA se considera un patrén artefactuado, que se obtiene como consecuencia de una
redistribuciéon de los antigenos citoplasméaticos catidnicos hacia el nicleo cargado
negativamente, debido al aumento de la permeabilidad de las membranas de los
neutréfilos al utilizar el etanol como fijador**»%, Esta circunstancia se comprob6 con
el empleo de otros fijadores, como la formalina y/o la acetona, que no alteran la
permeabilidad de las membranas y fijan las proteinas en su localizacioén original. Cuando
se emplean estos ultimos fijadores, el patron p-ANCA adopta un patron de inmunotincion

11,45,47,65

citoplasmético Sin embargo, es preciso sefialar, que recientemente se han

publicadd trabajos mostrando que la IFI con neutréfilos fijados en acetona o formalina

66,67

produce resultados inconsistentes y no siempre reproducibles™”. Los autores de estos

ltimos trabajos desaconsejan en consecuencia la practica de la IFI con estos fijadores.

11
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El espectro de las enfermedades asociadas a los p-ANCA incluye, en primer lugar,
el grupo de las vasculitis asociadas a los ANCA**, En estas enfermedades,
aproximadamente el 90% de los p-ANCA corresponde a anticuerpos dirigidos contra la
MPO (MPO-ANCA), rara vez la elastasa, la catepsina G, y la lisozima, vy
excepcionalmente la PR3. Los p-ANCA/MPO-ANCA se detectan en un 45-70% de
pacientes con el sindrome de Churg-Strauss, la PM, y la GN pauci-inmune idiopética, y
en un 15-25% de pacientes con GW. El patrén p-ANCA se detecta asi mismo en un
porcentaje muy variable de pacientes con diversas conectivopatias, hepatopatias crdnicas
de origen autoinmune, enfermedades infecciosas, y la EII**. En estas enfermedades rara
vez se detectan MPO-ANCA, y las especificidades antigénicas son muy variadas y por lo

general desconocidas.

2.1.2.1.3. Interpretacion de los resultados de la IFI.

Para una correcta interpretacion de los resultados de la IFI con neutréfilos fijados
en etanol, es preciso destacar que este método tiene dos inconvenientes principales. El
primero, es que la técnica no es antigeno-especifica, por lo que para la caracterizacién de
las correspondientes especificidades antigénicas de los distintos patrones de IFI, se deben
utilizar las otras técnicas inmunol6gicas que se comentardn posteriormente™’, En
segundo lugar, la IFI cuenta con el inconveniente de la subjetividad de su interpretacion,
sobre todo con respecto al patréon p-ANCA, que puede ser indistinguible del patron de
inmunofluorescencia producido por los anticuerpos antinucleares (ANA). Para resolver

este problema se han propuesto distintas estrategias. Primero, la presencia de linfocitos en

12
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las preparaciones de neutrdfilos facilita la distincién, debido a que los p-ANCA no
reaccionan con estas células, mientras que los ANA muestran su tipico patrén en células
distintas a los PMN™, Segundo, se ha sugerido la aplicacion de la IFI con neutréfilos
fijados en formalina o acetona para diferenciar los p-ANCA de los ANA. Asi, los p-

ANCA adoptarian un patrén citoplasmatico, mientras que los ANA permanecen

45,46 656870

inmodificados 0 no muestran reactivida

, segin los autores. Sin embargo,
teniendo en cuenta esta Ultima discrepancia, y por los motivos previamente expuestos
sobre la utilizacion de estos fijadores, esta estrategia no es aconsejable. Finalmente, un
procedimiento alternativo es la determinacion de ANA mediante IFI usando como
sustratos lineas de cultivos celulares (células HEp2, VERO, WIL-2 o fibroblastos) o
cortes histolégicos de tejidos, en todos los sueros que presenten un patrén de
inmunotincion perinuclear mediante la IFI con neutrdfilos fijados en etanol. Los sueros se
consideran p-ANCA positivos cuando los titulos de la IFI con neutrdfilos son al menos el
doble (o el cuddruple para algunos autores), que los que se obtienen con la IFI realizada
con los sustratos especificos para los ANA®,

Por 1ltimo, séﬁalar que los pacientes con ANCA presentan por lo general, un

Unico patrén de inmunotincién, p-ANCA o c-ANCA. Se ha reportado la presencia de

ambos patrones de forma simultdnea, pero esto ocurre en un bajo porcentaje de casos.

13
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Figura 1. Patréon c-ANCA a 40 aumentos.

Figura 2. Patréon p-ANCA a 40 aumentos.

14
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2.1.2.2. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

El desarrollo de la técnica de ELISA ha supuesto un progreso muy significativo
para la deteccion de los ANCA, y actualmente constituye la otra técnica mds utilizada
para su determinacién. Su mayor ventaja con respecto a la IFI, radica en la posibilidad de
demostrar las diversas especificidades antigénicas de los ANCA. De esta forma, si bien el
ELISA se puede utilizar como método alternativo a la IFI, en la préctica se emplea como
método complementario, precisamente con el propdsito de determinar las especificidades
antigénicas correspondientes.

Para la realizacién del ELISA se pueden utilizar como antigenos los neutrofilos
enteros, los granulos primarios, los granulos secundarios, fracciones de ‘membrana
citoplasmatica, y las proteinas purificadas de los granulos™*.

En los primeros '_crabajos se utilizaban como antigenos los neutréfilos enteros o
extractos de los granulocitos. Falk y Jennette'' fueron los primeros investigadores en
disefiar un ELISA para la deteccién de los ANCA. Utilizaron como antigenos neutrofilos
enteros, granulos primarios y secundarios, fracciones de membrana citoplasmatica, y
antigenos purificados como la MPO, la lisozima, y la fosfatasa alcalina. Este estudio
mostré una buena correlacion de los resultados obtenidos mediante la IFI y el ELISA. La
excelente sensibilidad y especificidad del ELISA para la determinacién de los ANCA se

comprobd en trabajos posteriores®’""

. Estos estudios confirmaron asi mismo, que los
ANCA van dirigidos contra componentes especificos de los granulos de los neutrdfilos.

Desde la identificacion de las principales especificidades antigénicas de los

ANCA, la mayoria de laboratorios aplican el ELISA utilizando como antigenos las
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proteinas purificadas de los granulos de los neutréfilos (PR3 y MPO, pero también otras).
Desafortunadamente, la preparacion y purificacion de las proteinas, asi como la
metodologia de la técnica estin todavia hoy en dia insuficientemente estandarizadas, por
lo que los resultados obtenidos por diferentes laboratorios son poco comparables. Wang y
cols.” han reportado, que incluso la sensibilidad y especificidad difieren
significativamente entre diferentes kits comercializados con los principales antigenos de
los ANCA (PR3 y MPO). Con el objetivo de estandarizar la técnica en Europa,
recientemente se han realizado una serie de estudios multicéntricos en los que han
participado 14 centros de varios paises (The European Commission/Measurement and
Testing, EC/BCR, Study Group for ANCA Assay Standardization). En el primer estudio
publicado por este grupo, se evidencié una marcada variabilidad de los resultados
obtenidos por los distintos laboratorios participantes, como consecuencia de las
diferencias metodoldgicas existentes™. En un segundo estudio, se procedi6 a estandarizar
la técnica, de tal forma que tras varias rondas de ensayos con la metodologia
protocolizada, los resultados obtenidos por los diferentes laboratorios mostraron un

coeficiente de variabilidad inferior al 20% .

A pesar de estos inconvenientes, los resultados del ELISA y la IFI elaborados por
un mismo laboratorio muestran por lo general una buena correlacion, siendo la
especificidad y sensibilidad de ambas técnicas similar. Aproximadamente entre un 80-
90% de los sueros IFI-positivos, son positivos con el ELISA, y un 90% de sueros que son

positivos mediante ELISA, lo son con la IFI. La ausencia de una correlacion absoluta
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entre las dos técnicas se atribuye en parte a la posible desnaturalizacién de las proteinas,
que puede ocurrir durante su proceso de purificacion o durante su unién a la superficie de
plastico de la placa de ELISA. Para evitar esta ltima eventualidad, se han disefiado los
llamados ELISA de captura, en los que un anticuerpo monoclonal se usa como soporte
del antigeno, en lugar de la unién directa al pléastico. Los resultados de varios estudios
sugieren una mayor sensibilidad y especificidad de esta técnica con respecto al ELISA

directo!®™®,

2.1.2.3. Otras técnicas

Otras técnicas empleadas para la deteccion de los ANCA capaces de identificar
anticuerpos especificos son la cuantificacion por citometria de flujo (CTF), el
radioinmunoanalisis (RIA), el western-blot, el dot-blot, y la inmunoprecipitacion. Estos
métodos son técnicamente bastante mas complejos que la IFI y el ELISA, y no aportan
ventajas con respecto a éstas tltimas. Su difusion es mucho menor, y por lo general su

aplicacion se restringe al campo de la investigacion.

2.1.3. Especificidades antigénicas de los ANCA

Los ANCA van dirigidos contra componentes especificos del citoplasma de los
neutrdfilos y de los monocitos, que en su gran mayoria corresponden a constituyentes de

los granulos primarios y secundarios de dichas células.
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2.1.3.1. Granulos v vesiculas secretoras de los neutréfilos

Los granulocitos y los monocitos son células que participan, en colaboracién con
otras células del sistema mononuclear fagocitico y diversas moléculas, en la defensa del
organismo frente a las agresiones del medio externo. Estas células y elementos
moleculares carecen de capacidad de reconocimiento especifico, integrando la
denominada inmunidad natural, no adaptativa, o inespecifica. Los granulocitos y los
monocitos desarrollan sus funciones gracias a que poseen una dotacion enzimética
abundante contenida en diferentes granulos y vesiculas’”. La estricta movilizacién
jerarquica de estos componentes celulares ofrece la base estructural para orquestar la
metamorfosis de los neutréfilos desde un estado de quiescencia durante su circulacion
sanguinea, a un estado de méxima actividad metabdlica y destructiva caracteristico de

estas células en el foco inflamatorio.

2.1.3.1.1. Vesiculas secretoras

Las vesiculas secretoras son pequefias vesiculas repartidas por el citoplasma que se
forman durante las fases finales del desarrollo de los neutréfilos. Contienen proteinas
plasmaticas y proteinas que se incorporan a la membrana celular, fundamentales para los

fendmenos de movilizacion y adhesién de los PMN al endotelio vascular.
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2.1.3.1.2. Gréanulos

Los neutrdfilos contienen dos tipos principales de granulos, los granulos
peroxidasa-positivos, también llamados granulos primarios, granulos o , o azuréfilos, y
los granulos peroxidasa- negativos o secundarios.

Los granulos secundarios se forman en una fase tardia de la diferenciacién celular,
y se dividen en granulos especificos y granulos gelatinasa, dependiendo de su contenido
en lactoferrina o no, respectivamente. Estos granulos participan fundamentalmente en el
proceso de diapedesis de los granulocitos hacia los focos inflamatorios.

Los granulos primarios se forman durante la fase promielocitica de la
diferenciacion de los PMN, y son los mas abundantes. Contienen enzimas proteoliticos y
bactericidas, de los cuales los mas importantes son la MPO y las proteasas serinas, PR3,
elastasa, catepsina G, y azurocidina. Estos granulos participan directamente en la

digestion de agentes infecciosos y no infecciosos.

2.1.3.2. Principales antigenos de los ANCA

La identificacion y caracterizacion de las especificidades antigénicas de los ANCA
ha sido posible gracias al empleo de muy diversas técnicas que incluyen el ELISA, el
western blot, el fraccionamiento subcelular, la purificaci(’m de proteinas, y la
secuenciacion de los aminoacidos (aa) y el DNA®,

Los dos antigenos principales, inicialmente identificados, y que
caracteristicamente se relacionan con el grupo de la vasculitis asociadas a los ANCA, son

la PR3 y la MPO.
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2.1.3.2.1. Proteinasa 3 (PR3)

En el afio 1987 Lockwood y cols.” fueron los primeros autores en reconocer un
autoantigeno de los c-ANCA, que identificaron como la fosfatasa alcalina. Los resultados
del grupo de Lockwood fueron ripidamente rebatidos por Rasmussen”, Gross® y
Goldschmeding®' alegando errores metodoldgicos. Tres afios mds tarde, los trabajos
iniciados por Goldschmeding®®> y seguidos por Niles® y Liidemann® consiguieron
identificar el antigeno de los ANCA con patrén de inmunotincion citoplasmatico
caracteristico de la GW, como la proteinasa 3 (PR3), hallazgo que fue posteriormente
confirmado por otros autores®?’,

La PR3 corresponde a la tercera proteina sérica neutra identificada por Kao y
cols.®, diferente de la elastasa, la catepsina G y la azurocidina, las otras tres proteasas
serinas de los grénulos‘ azur6filos de los neutréfilos y monocitos. La PR3 es una
glicoproteina con un peso molecular de 29 kD, est constituida por 229 aa, y es idéntica a
otras proteinas descritas previamente: la p29b, la mieloblastina, y la AGP7* (azurophilic
granule protein 7). La PR3 es un enzima multifuncional con actividad proteolitica,
antibidtica, y promotora del crecimiento mieliode. Su inhibidor fisioldgico mas
importante es la ol-antitripsina (o1-AT). Los anticuerpos contra la PR3 (PR3-ANCA)
también inhiben su actividad, ademas de inhibir la inactivacion d¢ la molécula por la ol-

AT.
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2.1.3.2.2. Mieloperoxidasa (MPO)

En el afio 1988 Falk y Jennette!" identificaron a la MPO como el principal
autoantigeno de los p-ANCA. Estos autores, ademds de describir por primera vez los dos
patrones de inmunotincién de los ANCA, demostraron una excelente correlacion entre el
patrén p-ANCA detectado por IFI y los anticuerpos dirigidos contra la MPO detectados
por ELISA, estableciendo asi que el antigeno de los ANCA con patrén de IFI perinuclear
es la MPO. Posteriormente otros autores confirmaron que la MPO es el antigeno mas
representativo de los p-ANCA®7”.

La MPO es una proteina de 146 kD que se localiza en los granulos primarios de
los neutréfilos y de los monocitos. Es una enzima con capacidad bactericida, que
participa en la destruccién oxidativa de los microorganismos mediante la generacion de

radicales libres de oxigeno®.

2.1.3.2.3. Otros antigenos
A diferencia de la PR3 y la MPO, los otros antigenos de los ANCA se detectan
raramente. Se han identificado anticuerpos dirigidos contra la elastasa®, la

lactoferrina’®®!

, la catepsina G, la lisozima”, y la B glucuronidasa®, todos ellos
enzimas de los granulos primarios y secundarios, y la o-enolasa™ y la catalasa®,
localizadas en el citosol de los neutréfilos. Estos anticuerpos producen generalmente un
patrén de IFI p-ANCA, y excepcionalmente en algunos casos, c-ANCA. Se distinguen
muy infrecuentemente en las vasculitis sistémicas, y se reconocen de forma muy variable

en diversas conectivopatias, hepatopatfas crénicas de etiologfa autoinmune, enfermedades
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infecciosas, y la EIl. Para ninguna de estas especificidades antigénicas se ha establecido
una asociacion clinica relevante, por lo que de momento no se les puede atribuir ningin
valor diagndstico ni patogénico.

Durante los tltimos afios se han identificado nuevas especificidades antigénicas
que comprenden la BPI, la azurocidina, las defensinas, la h-lamp-2 y las HMG1 y
HMG2. Zhao y cols.”>* reportaron que la BPI (CAP57: 57-kD cationic antimicrobial
protein) y la azurocidina (CAP37: 37-kD cationic antimicrobial protein), dos enzimas de
los granulos azuréfilos de los neutrdfilos con una marcada actividad antimicrobiana,
representan nuevos e importantes antigenos de los c-ANCA y p-ANCA respectivamente,
en las vasculitis sistémicas. Estos autores detectaron anticuerpos anti-BPI en 45 de 100
(45%) sueros ANCA-IFI positivos pero PR3-ANCA y MPO-ANCA negativos, y en 44 de
400 (11%) sueros nuevos remitidos para evaluacion rutinaria de ANCA®. El 87% de las
muestras con anticuerpos anti-BPI correspondian a pacientes afectados de diversas
vasculitis primarias. Con respecto a la azurocidina, comunicaron la presencia de
anticuerpos dirigidos contra esta proteina en 20 de 185 (11%) sueros ANCA-IFI
positivos, todos ellos de pacientes con vasculitis sistémicas®. La relevancia de los
anticuerpos anti-BP1 y anti-azurocidina en las vasculitis ha sido recientemente cuestionada
por el grupo de Falk y Jennette”: la frecuencia de estos énticuerpos fue similar en el
suero de pacientes ANCA-IFI positivos y ANCA-IFI negativos, y similar en el suero de
pacientes con GN pauci-inmune y otras enfermedades renales glomerulares. Gallin y
cols.” identificaron anticuerpos contra las defensinas, un grupo de péptidos de los

granulos azurdfilos de los neutréfilos con potente actividad antimicrobiana, citotéxica y
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quimiotactica, en 35 pacientes (100%) afectados de una enfermedad parasitaria tropical
denominada onchocerciasis crénica hiperreactiva (sowda). Kain y cols.” encontraron
anticuerpos contra la h-lamp-2, una proteina de las membranas de los granulos de los
PMN, en el 90% (n=16) de una serie de pacientes con GN activa. Finalmente, un grupo
de investigadores japoneses ha descrito recientemente la presencia de anticuerpos

dirigidos contra la HMGI1 y la HMG2, proteinas localizadas en el niicleo y en el

citoplasma de la células eucariotas, y que actian como factores de transcripcion, en

acientes con CU' y diversas conectivopatias'®.
y

2.1.4. Enfermedades asociadas

2.1.4.1, Vasculitis

La localizacion de los vasos afectados, su diferente tamafio, y las distintas lesiones
histopatoldgicas, constituyen las caracteristicas principales que definen los diversos
sindromes vasculiticos y permiten su individualizacion. Sin embargo, la heterogeneidad
de estos procesos como grupo, su solapamiento clinicopatoldgico, y la ausencia de datos
patognomoOnicos y agentes etiologicos reconocidos para la mayoria de ellos, dificultan
notablemente su clasificacion. Desde la clasificacién inicial de Zeek'® que distinguia
cinco tipos principales de vasculitis, se han efectuado numerosos intentos posteriores sin
que ninguno de ellos resulte plenamente satisfactorio. La clasificacion de Fauci'® basada
en criterios clinicopatolégicos, y la modificada de Alarcon-Segovia'™'® que agrupa a las
vasculitis segiin el tamafio de los vasos afectados, han sido durante muchos afios las dos

maés aceptadas. En el afio 1990 el American College of Rheumatology (ACR) propuso una
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serie de criterios para los principales sindromes vasculiticos basandose en datos recogidos
prospectivamente de pacientes con las enfermedades clasicas plenamente establecidas'”.
El estudio de la ACR es ttil para clasificar a los enfermos con la finalidad de realizar
estudios epidemioldgicos y clinicos, pero ha sido muy criticado porque no resuelve
muchas de las inconsistencias sobre la nomenclatura de estas enfermedades, y no permite
diferenciar adecuadamente las diferentes formas clinicopatolégicas que afectan a los vasos

de pequefio calibre.

El reconocimiento de la estrecha asociacion de los ANCA con un subgrupo de
vasculitides primarias, que incluye la GW, la PM, la GN pauci-inmune idiopatica, el
sindrome de Churg-Strauss, y algunas vasculitis inducidas por firmacos, ha permitido la
elaboracidon de una nueva clasificacién de las vasculitis. Estos procesos, ademas de la
implicacion patogénica de los ANCA, comparten caracteristicas histopatologicas y
clinicas muy similares, que los distinguen como grupo de los otros sindromes
vasculiticos. Estas observaciones sustentan el concepto de que estas enfermedades estén
estrechamente relacionadas, y han sido la base para el desarrollo de esta nueva
clasificacion derivada de la Conferencia de Consenso Internacional de Chapel Hill de
1992 para la nomenclatura de las vasculitis*’. La nueva clasificacion hace referencia por
primera vez al grupo de las "vasculitis asociadas a los ANCA", y es la que mayor

aceptacion tiene en la actualidad* .
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En el siguiente apartado sobre las enfermedades asociadas a los ANCA se utiliza
dicha clasificacion, asi como los nombres y las definiciones de las vasculitis propuestos

por la Conferencia de Consenso de Chapel Hill (tablas 1 y 2).
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Tabla 1. Clasificacién de las vasculitis”

VASCULITIS DE LOS VASOS DE GRAN TAMANO
Arteritis de células gigantes
Arteritis de Takayasu

VASCULITIS DE LOS VASOS DE MEDIANO TAMANO
Poliarteritis nodosa (PAN)

Enfermedad de Kawasaki

Vasculitis primaria granulomatosa del sistema nervioso central

VASCULITIS DE LOS VASOS DE PEQUENO TAMANO
Vasculitis de los vasos de pequeiio tamaiio asociadas a los ANCA
Granulomatosis de Wegener
Poliangeitis microscOpica
Sindrome de Churg-Strauss
Vasculitis asociadas a los ANCA inducidas por fAirmacos

Vasculitis de los vasos de pequefio tamaiio por inmunocomplejos
Pirpura de Schonlein-Henoch
Vasculitis crioglobulinémica
Vasculitis lupica
Vasculitis reumatoidea
Vasculitis del sindrome de Sjogren
Vasculitis urticarial hipocomplementémica
Enfermedad de Behget
Sindrome de Goodpasture
Vasculitis de la enfermedad del suero
Vasculitis por inmunocomplejos inducida por farmacos
Vasculitis por inmunocomplejos inducida por infecciones

Vasculitis paraneopldsicas
Vasculitis inducida por procesos neoplasicos linfoproliferativos
Vasculitis inducida por procesos neoplasicos mieloproliferativos
Vasculitis inducida por carcinomas

Vasculitis de la enfermedad inflamatoria intestinal

* Segiin Falk y Jennette (ref 41)
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Tabla 2. Nombres y definiciones de las vasculitis adoptadas por la Conferencia de
Consenso de Chapel Hill sobre la nomenclatura de las de las vasculitis sistémicas”

VASCULITIS DE LOS VASOS DE GRAN TAMANO
Arteritis (temporal) de células gigantes
arteritis granulomatosa de la aorta y sus ramas mayores, con predileccién de las extracraneales de la arteria
car6tida. Frecuentemente afecta a la arteria temporal. Ocurre usualmente en pacientes de mds de 50 afios,
y Se asocia frecuentemente a la polimialgia reumdtica.
Arteritis de Takayasu
inflamacién granulomatosa de la aorta y sus ramas principales. Ocurre usualmente en pacientes menores de
50 afios.

VASCULITIS DE LOS VASOS DE MEDIANO TAMANO
Poliarteritis nodosa
inflamacién necrosante de las arterias de mediano o pequefio tamafio, sin glomerulonefritis o vasculitis de
arteriolas, capilares, o vénulas.
Enfermedad de Kawasaki
arteritis que afecta a las arterias de gran, mediano, y pequefio tamafio, y que se asocia al sindrome
ganglionar mucocutdneo. Las arterias coronarias estdn frecuentemente afectadas. La aorta y las venas
pueden estar afectadas. Ocurre usualmente en nifios.

VASCULITIS DE LOS VASOS DE PEQUENO TAMANO
Granulomatosis de Wegener
inflamacién granulomatosa involucrando el tracto respiratorio y vasculitis necrosante que afecta los vasos de
pequefio a mediano tamafio. La glomerulonefritis necrosante es frecuente.
Sindrome de Churg-Strauss
inflamacién granulomatosa eosindfila involucrando el tracto respiratorio y vasculitis necrosante que afecta
los vasos de pequefio a mediano tamafio y asociada con asma y eosinofilia.
Poliangeitis microscopica
vasculitis necrosante sin depésito de inmunocomplejos que afecta a los vasos de pequefio tamafio. La
arteritis necrosante que afecta a las arterias de pequefio y mediano tamafio puede estar presente. La
glomerulonefritis necrosante es muy frecuente. La capilaritis alveolar pulmonar ocurre frecuentemente.
Parpura de Schonlein-Henoch
vasculitis con depdsito de inmunocomplejos de predominio IgA que afecta a los vasos de pequefio tamafio.
Tipicamente afecta a la piel, intestino, glomérulo, y se asocia con artralgias o artritis.
Vasculitis crioglobulinémica esencial
vasculitis con depésitos de crioglobulinas que afecta a los vasos de pequefio tamafio y asociada con
crioglobulinas en el suero. La piel y el glomérulo estdn frecuentemente afectados.
Angeitis cutanea leucocitoclastica
angeitis cutdnea leucocitocldstica aislada sin vasculitis sistémica ni glomerulonefritis.

* "Vaso de gran tamafio” se refiere a la aorta y sus ramas principales dirigidas hacia las regiones mayores
del cuerpo (extremidades, cabeza y cuello). "Vaso de mediano tamafio” se refiere a las arterias viscerales
principales (renales, hepdticas, coronarias, mesentéricas). "Vaso de pequefio tamario” se refiere a las
vénulas, capilares, arteriolas, y los radicales distales arteriales intraparenquimatosos que conectan con las
arteriolas. Las arterias, especialmente las de pequefio tamafio, se pueden incluir en esta categoria de
vasculitis. Las tres categorias afectan a las arterias, pero tnicamente las vasculitis de los vasos de pequefio
tamafio afectan a los vasos mds pequefios que las arterias.
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2.1.4.1.1. Vasculitis de los vasos de pequefio tamafio asociadas a los ANCA

Antes de describir la distinta asociacién de los ANCA con los diferentes sindromes
de este grupo, conviene destacar un aspecto importante. Los estudios realizados a ﬁr;ales
de la década de los ochenta y la primera mitad de la de los noventa, mostraron que la GW
se asocia caracteristicamente a los q-ANCA/PR3—ANCA, mientras que la PM, la GN
pauci-inmune idiopdtica, y el sindrome de Churg-Strauss lo hacen con los p-
ANCA/MPO-ANCA. Los trabajos més recientes han confirmado la tendencia general de
estas asociaciones, pero han demostrado que tanto los c-:ANCA/PR3-ANCA como los p-

ANCA/MPO-ANCA se pueden detectar en cualquiera de las afecciones mencionadas.

2.1.4.1.1.1. Granulomatosis de Wegener (GW), poliangeitis microscopica (PM),
GN pauci-inmune idiopética, y sindrome de Churg-Strauss.

La GW fue la primera entidad asociada a los ANCA, y ha sido la més estudiada.
La prevalencia de los ANCA en la GW varia en funcién de la extension y el grado de
actividad de la enfermedad*'>*®%%" Ep la forma generalizada o cldsica, caracterizada
por la inflamacién granulomatosa del tracto respiratorio superior e inferior, vasculitis
sistémica y afectacion renal consistente con GN, se detectan c-ANCA/PR3-ANCA en un
85-100% de los pacientes con actividad clinica, y en un 35-40% de los que se encuentran
en remisién. En la GW localizada o limitada, definida por la ausencia de afectacion renal,
se detectan en un 60-65% de los pacientes con enfermedad activa, y en un 30-35% de los

que estin en remision. Aunque con menor frecuencia, la GW también se asocia con la
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presencia de p-ANCA/MPO-ANCA. Estos anticuerpos se han reportado en un 15-25% de
los pacientes.

La asociacion de los ANCA con la PM, previamente denominada poliarteritis
microscopica (PAN microscOpica), estd asi mismo ampliamente documentada'®#2">%%7,
De forma global, estos anticuerpos se detectan en més del 80% de los pacientes.
Aproximadamente entre un 45-55% corresponden a p-ANCA/MPO-ANCA, y entre un
35-45% a c-ANCA/PR3-ANCA.

Los ANCA se presentan en mas de un 80% de los pacientes afectados con una GIN
pauci-inmune idiopdtica'*>**" entidad que actualmente se considera una variante
limitada al rifién de la PM. De forma similar a la PM, se detectan p-ANCA/MPO-ANCA
en un 60-70% de los casos, y cc:ANCA/PR3-ANCA en un 30-40%.

Wathen y Harrison'® fueron los primeros autores en reportar la presencia de

ANCA en el sindrome de Churg-Strauss. Su asociacion con este sindrome ha sido més

dificil de establecer debido a la rareza del mismo. Los datos combinados de las pocas
series de la literatura muestran una prevalencia de entre un 60-70%'72126199111 ' j pien
en uno de los trabajos fue tGnicamente del 44%'. La distribucion de los subtipos de
ANCA es semejante a la observada en las dos entidades anteriores: la mayoria

corresponden a p-ANCA/MPO-ANCA, y menos frecuentemente a c-ANCA/PR3-ANCA.

Los numerosos estudios de la literatura han demostrado que los ANCA son
marcadores serologicos muy especificos del grupo de las vasculitis asociadas a los

ANCA. En varios trabajos la especificidad de los c-ANCA/PR3-ANCA para la GW es
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del 95-100%*™Y 'y la de los p-ANCA/MPO-ANCA para la GN pauci-inmune
idiopética es del 95-100%'>***, No obstante, tal como ya se ha discutido en el apartado
anterior, los estudios més recientes han evidenciado que ambos subtipos de ANCA se
pueden detectar en cualquiera de estas cuatro entidades, y en consecuencia su
especificidad para las distintas vasculitis no es tan alta como se presumia. En este sentido,
los resultados del dltimo trabajo del European Commission/Measurement and Testing,
EC/BCR, Study Group for ANCA Assay Standardization son muy demostrativos®. Estos
investigadores evaluaron de forma prospectiva el valor diagndstico de los ANCA
detectados mediante IFI y ELISA en un grupo de 169 pacientes con las diferentes
vasculitis pauci-inmunes idiopaticas que afectan a los vasos de pequefio calibre. La
sensibilidad los c-ANCA/PR3-ANCA fue de un 56-58% para la GW, de un 12-16% para
la PM, y del 36% para la GN pauci-inmune idiopdtica. La sensibilidad de los p-
ANCA/MPO-ANCA fue del 16% para la GW, del 49% para la PM, y del 46% para la
GN pauci-inmune idiopética. Por el contrario, se detectaron c-ANCA/PR3-ANCA y/o p-
ANCA/MPO-ANCA tnicamente en 3 de los 184 controles estudiados. La especificidad
de los c-ANCA/PR3-ANCA vy de los p-ANCA/MPO-ANCA para las vasculitis asociadas
a los ANCA, consideradas globalmente como grupo, fue de un 99%. Recientemente Falk
y Jennette* han comunicado resultados muy similares.

En definitiva, de los datos expuestos, se puede resumir que los ANCA (c-
ANCA/PR3-ANCA 'y p-ANCA/MPO-ANCA) constitpyen verdaderos marcadores
seroldgicos muy sensibles y especificos del grupo de las vasculitis asociadas a los ANCA.

La GW se asocia preferentemente a los c-ANCA/PR3-ANCA, mientras que las otras
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vasculitis pauci-inmunes que afectan a los vasos de pequefio calibre 1o hacen con los p-
ANCA/MPO-ANCA. Sin embargo, el subtipo de ANCA no permite clasificar de forma
definitiva a los pacientes en una de las distintas categorias de las vasculitis de este grupo.
En consecuencia, la mayor utilidad de los ANCA reside en su valor como marcadores
serologicos utiles para el diagndstico de estos procesos como grupo, permitiendo su
distincion con otras vasculitis no asociadas a estos anticuerpos y con otras enfermedades

sistémicas de dificil diagnostico diferencial.

Ademés de su valor diagnéstico, los ANCA pueden ser marcadores seroldgicos
utiles para evaluar la actividad, la monitorizacion de la respuesta terapéutica, y la
evolucidn clinica.

Las principales evidencias que asi lo indican se resumen a continuacién. En primer
lugar, los ANCA se detectan con mucha mayor frecuencia en los pacientes con actividad
clinica que en los que estan en remision****'>'>*  Ademas, el titulo de los anticuerpos es
también superior en los pacientes en brote cuando se comparan con los inactivos. De
forma similar a lo que sucede con otros marcadores o {ndices de actividad seroldgicos, no
existe un valor de corte absoluto, por lo que para la monitorizacién se deben comparar los
titulos de determinaciones seriadas con el titulo basal para cada paciente. En segundo
lugar, cuando se induce la remisién con el tratamiento inmunosupresor, los ANCA
frecuentemente se negativizan y/o disminuye su titulo™. Tercero, precediendo o
acompafiando a las exacerbaciones se suele detectar una positivizacion o aumento del

titulo de ANCA”*'31®  Finalmente, se ha constatado que los pacientes persistentemente
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ANCA positivos tienen un riesgo incrementado de reactivacion clinica'>'*°, Sin embargo,
es preciso destacar que todas estas observaciones no se cumplen en todos los casos. Asi,
varios autores han reportado que tras el tratamiento la remisiéon no siempre se acompafia
de la negativizacion o disminucion del titulo de ANCA, las exacerbaciones no siempre se
correlacionan con su positivizacion, la reaparicion de ANCA no se asocia de forma
ineludible con una reactivacion clinica, y la persistencia de ANCA no implica
necesariamente un mayor riesgo de desarrollar una exacerbacion”*. De hecho, el
anélisis combinado de diversos estudios muestra que la positivizacion o el aumento del
titulo de ANCA tiene una sensibilidad y una especificidad para detectar una exacerbacion
que varfa de forma muy amplia entre las series publicadas (24-100%'%, y 23-77%"*
respectivamente). Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, actualmente se asume
que la determinacién secuencial de ANCA puede contribuir a la monitorizacién de los
pacientes, pero que no debe ser el tnico criterio utilizado, y se debe combinar con la

evaluacién de los parametros clinicos y otros datos de laboratorio.

2.1.4.1.1.2. Vasculitis asociadas a los ANCA inducidas por farmacos

Durante muchos afios las vasculitis inducidas por firmacos han sido englobadas
dentro del denominado grupo de las "vasculitis por hipersensibilidad" de la clasificacion
de Fauci y la de la ACR. La lesién vascular por inmunocomplejos era el Unico
mecanismo patogénico conocido. El cuadro clinico’caragteristico estd dominado por la
afectacion cutidnea acompafiada ocasionalmente de manifestaciones sistémicas. Dentro de

este grupo también se inclufan las formas en las que no se detectaban depdsitos de
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inmunocomplejos en los vasos afectados, y en las que el cuadro clinico se caracterizaba
por un comportamiento mds agresivo con el desarrollo de GN vy capilaritis alveolar,
caracteristicas actualmente reconocidas como propias del grupo de las vasculitis asociadas
a los ANCA. Durante los dltimos afios se ha demostrado que estas formas pauci-inmunes
y clinicamente mds agresivas se asocian con la presencia de ANCA'™ ", Es por ello que
en la nueva clasificacion de las vasculitis se distinguen los dos grupos: vasculitis por
inmunocomplejos inducidas por firmacos y vasculitis asociadas a los ANCA inducidas
por farmacos. Los farmacos mas frecuentemente involucrados en el desarrollo de este

127-129

tltimo grupo han sido la hidralazina y el propiltiouracilo™'. Se han descrito

algunos casos implicando el carbimazol', el metamizol™, la D-penicilamina®*"'¥ 'y

mas recientemente los retinoides'

. Con respecto al subtipo de ANCA, practicamente en
todos los casos el patron de IFI es p-ANCA, y las especificidades antigénicas

correspondientes mds frecuentemente detectadas son la MPO, la lactoferrina, y la

elastasa.

2.1.4.1.2. Otras Vasculitis

2.1.4.1.2.1. Otras vasculitis de los vasos de pequefio tamafio

Las otras vasculitis que afectan a los vasos de pequefio tamafio se clasifican acorde
con el mecanismo patogénico responsable dentro del grupo de las vasculitis por
inmunocomplejos.

La pirpura de Schonlein-Henoch no se asocia con la presencia de

ANCA™18222730 1 a deteccion de ANCA del isotipo IgA en un 28-79% de los pacientes
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reportada por algunos autores'**

no se ha confirmado en otras series'*''*. Ademds, la
presencia de IgA-ANCA se ha atribuido a la utilizacién de ELISAs que pueden producir
resultados falsos positivos debido a la presencia en el suero de los pacientes de moléculas
de IgA de composicién anormal o de factor reumatoide IgA™,

Los ANCA no se asocian con la crioglobulinemia mixta esencial. Se han descrito
Gnicamente dos casos aislados en los que se detectaron c-ANCA'Y.

De forma anecdética se han descrito casos de pacientes con enfermedad de

Behget asociada a ANCA™™° pero en la tinica serie extensa que incluy6 45 pacientes no

se detect6 su presencia en ninguno de los pacientes evaluados™'.

2.1.4.1.2.2. Vasculitis de los vasos de mediano tamafio.

La asociaciéon de los ANCA con la poliarteritis nodosa (PAN) es un tema
discutido y todavia no plenamente resuelto. La variabilidad de los resultados reportados
entre las distintas series de la literatura se debe basicamente a un problema nosolégico.
La clasificacion de las vasculitis de Fauci'® y la de la ACR'” definen a la PAN como una
vasculitis necrosante que afecta a los vasos de mediano y pequefio calibre. De acuerdo
con estas clasificaciones, se distinguen dos formas principales: la PAN clasica y la PAN
microscopica. El término de PAN microscdpica hace referencia a las formas de PAN
caracterizadas por hallazgos clinicos e histopatolégicos consistentes con la afectacion
vasculitica de los vasos de pequefio calibre. Por su parte, la Conferencia de Consenso de
Chapel Hill*® adopta el nombre de poliangeitis microscépica (PM) en lugar del de PAN

microscépica, y la define como una vasculitis pauci-inmune que afecta a los vasos de

34



INTRODUCCION

pequefio tamafio, y ocasionalmente a los de mediano calibre. Asi, de acuerdo con las
definiciones la Conferencia de Consenso de Chapel Hill, Ia diferencia entre la PAN y la
PM consiste en que la primera afecta inicamente a las arterias respetando los vasos de
pequefio calibre, mientras que en la segunda, éstos Ultimos estdn afectados de forma
constante y preferente. De esta forma, la PAN y la PM se consideran dos entidades
diferentes, que pertenecen a distintas categorias de vasculitis. El enfoque adoptado por la
Conferencia de Chapel Hill se sustentzi en el reconocimiento de que la PM se asocia con
los ANCA, y de que sus manifestaciones clinicas (derivadas de la afectacion de los vasos
de pequefio tamafio, fundamentalmente capilaritis alveolar y GN), prondstico, respuesta
terapéutica, y curso evolutivo, son muy semejantes a los del grupo de las vasculitis
asociadas a los ANCA, con las que consecuentemente estd relacionada. De hecho, este
concepto no es nuevo, y habia sido ya apuntado hace afios, inicialmente por Zeek'® y
posteriormente por Godman y Churg'®,

Teniendo en cuenta estas consideraciones, la prevalencia de los ANCA en la PAN
debe analizarse cautelosamente. Asi, en numerosas series se reporta la presencia de
ANCA en las formas de PAN con afectacion renal consistente con GN, es decir la
denominada PAN microscdpica, o mds apropiadamente PM. Por otra parte, muchos de
los casos diagnosticados de PAN clésica que se asocian con la presencia de ANCA tienen
manifestaciones clinicas consistentes con purpura, afectacién pulmonar en forma de
capilaritis alveolar, y afectaciéon glomerular en forma de GN, propias de la afectacién de

los vasos de pequefio tamaifio, y por lo tanto actualmente se reclasificarian como PM.
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En definitiva, de acuerdo con la nomenclatura de las vasculitis de la Conferencia de
Consenso de Chapel Hill, la PAN es una vasculitis que no se asocia con los ANCA. Los
estudios de los grupos de Guillevin y de Gross son los més demostrativos. La prevalencia
de ANCA en la PAN es de un 4-16% en las series publicadas por estos autores'*!!'>,

La asociacion de los ANCA con la enfermedad de Kawasaki sugerida en algunos

155,156 157-159

estudios no se ha confirmado en trabajos més recientes
2.1.4.1.2.3. Vasculitis de los vasos de gran tamafio
Los ANCA no se asocian a las vasculitis que afectan a los vasos de gran tamafio.
En la arteritis de células gigantes se ha reportado una prevalencia de un 4-14 %'®'®, En

la enfermedad de Takayasu se han detectado en un 0-10% de los pacientes'® .

2.1.4.2. Otras enfermedades asociadas a los ANCA

Los ANCA se han detectado en enfermedades distintas a las vasculitis, que
comprenden diversas conectivopatias, hepatopatias crénicas de etiologia autoinmune,
enfermedades infecciosas, y la EII**,

Antes de pasar a exponer la asociacién de los ANCA con estas patologias, es
preciso insistir sobre algunos aspectos importantes que ya se han comentado en algin
apartado de este texto. En primer lugar, la frecuencia con la que se detectan los ANCA
en estos procesos es muy variable entre las distintas se;ies. En segundo lugar, estas
enfermedades se asocian raramente con la presencia de PR3-ANCA o de MPO-ANCA;

las especificidades antigénicas descritas son muy variadas, frecuentemente desconocidas,
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y para ninguna de estas patologias se ha establecido una asociacidn antigénica relevante.
Finalmente, estos anticuerpos no desempefian ningdn papel patogénico en el desarrollo de
todas estas patologias. Todas estas observaciones indican que, contrariamente a los
sindromes vasculiticos, el significado de los ANCA en este grupo de enfermedades es

incierto, y su posible valor diagndstico discutido.

2.1.4.2.1. Conectivopatias
Las primeras descripciones en la literatura médica sobre anticuerpos reactivos
contra los leucocitos en la artritis renamatoide (AR) fueron realizadas por Calabresi y

COlS. 167,168

unas décadas antes del descubrimiento de los ANCA. Estos autores publicaron
en los afios 1959 y 1961 dos trabajos describiendo la presencia de anticuerpos con un
patrén de fluorescencia nuclear o perinuclear sobre neutrdfilos fijados en etanol mediante
IFI, en una serie de enfermos afectados de AR, CU, y hepatitis cronica. Sus hallazgos
fueron confirmados por otros investigadores, que ademas demostraron que el suero de los

169-177

pacientes mostraba reactividad Unicamente con los granulocitos . Estos anticuerpos

fueron denominados "anticuerpos antinucleares especificos de los granulocitos (GS-
ANA)" o "anticuerpos antinucleares de los granulocitos"'’*,

Desde el descubrimiento de los ANCA, se han publicado numerosas series
demostrando su asociacién con la- AR*'®. Sin embargo, la prevalencia de los ANCA en
esta enfermedad es dificil de establecer, debido a que todavia hoy en dia no existe

acuerdo sobre si los GS-ANA y los ANCA son los mismos anticuerpos. La mayorfa de

autores consideran que los GS-ANA son equivalentes a los ANCA, debido a que el patron
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de IFI con neutréfilos fijados en etanol es indistinguible, y las especificidades antigénicas
idénticas'">1**1*1 184180187 Por e] contrario, otros investigadores argumentan que se trata de
anticuerpos distintos basdndose en que producen un patrén de IFI con neutréfilos fijados
en etanol diferente, y en que los GS-ANA van dirigidos contra antigenos
HUCICareSI77’182’1S3.

La prevalencia de los ANCA/GS-ANA en la AR es muy variable entre las
distintas series, oscilando entre un 0-75%. No obstante, en la mayoria de los trabajos se
cifra entre un 15-50%'7180182186188.1% "Bl natrén de IFI con neutréfilos fijados en etanol
mas frecuentemente detectado es el p-ANCA, si bien se ha descrito también el patron c-
ANCA. Las especificidades antigénicas son desconocidas en la mayoria de casos,
identificindose por lo general en menos del 30% de los pacientes: se han descrito
anticuerpos dirigidos contra la lactoferrina, la elastasa, la catepsina G, la lisozima, la
MPO, la BPI, y recientemente contra las HMG1 y HMG2. Algunos estudios han
observado una correlacién entre la presencia de los ANCA y la severidad de la

enfermedad'®*'®® o la coexistencia de una vasculitis reumatoidea'’”!"'%

, pero la mayoria
de los trabajos no han demostrado relacion con ninguno de los parametros clinicos de la
enfermedad***®,

Aunque con menor frecuencia, los ANCA también se asocian al lupus
eritematoso sistémico (LES)"*'* 1% Sy prevalencia en esta conectivopatia, al igual
que en la AR, es dificil de establecer, debido en este caso a la presencia de ANA en la

mayorfa de los pacientes con LES, que como ya se ha comentado repetidamente son

dificilmente distinguibles de los p-ANCA mediante la IFI. Atn asi, se han publicado
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varios trabajos reportando una prevalencia de un 20-40%'*'. El patrén de IFI
predominante es el p-ANCA. Las especificidades antigénicas en la mayoria de los casos
son desconocidas, si bien en algunos casos se han demostrado anticuerpos contra la
lactoferrina, la elastasa, la lisozima, la MPO y las HMG1 y HMG2. Los ANCA se
asocian as{ mismo al lupus inducido por firmacos: Nissberger y cols.'” detectaron
ANCA (anticuerpos contra la MPO y la elastasa) en 6 de 6 pacientes con LES inducido

por hidralazina, mientras que Cambridge y cols.””

observaron la presencia de p-
ANCA/MPO-ANCA en 7 de 7 pacientes con LES medicamentoso (hidralazina y
penicilamina).

Finalmente, aunque de forma anecddtica e inconsistente, también se ha descrito la
presencia de ANCA en un bajo porcentaje de pacientes afectados de otras

conectivopatias que incluyen la artritis cronica juvenil®, la artritis psoridsica'®, la

espondilitis  anquilopoyética’, la artritis reactiva®, la esclerosis sistémica

183, 189

progresiva'**"* 1% 1a polimiositis/dermatopolimiositis™®, y el sindrome de Sjogren'®.

2.1.4.2.2. Hepatopatfas cronicas

Los ANCA se han descrito en varias enfermedades hepaticas, especialmente en las
que los fendmenos autoinmunes son mas relevantes.

La colangitis esclerosante primaria (CEP) ha sido la mds estudiada.
Actualmente, la asociacion entre la CEP y los ANCA est4 plenamente establecida®™ >,

Su prevalencia en los pacientes afectados con CEP y EII coexistente se cifra en un 64-

88% en las distintas series, mientras que es algo inferior en los pacientes que Gnicamente
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tienen una CEP sin EIl acompaiiante (26-80%). El patrén de IFI detectado en la mayoria
de los casos es el p-ANCA. Se han descrito diversas especificidades antigénicas en
algunos pacientes que comprenden la elastasa, la catepsina G, la lactoferrina, la
glucuronidasa, la a-enolasa y la catalasa, pero ninguna de ellas es exclusivamente
responsable de la reactividad de los ANCA en esta hepatopatia®?°, La mayoria de los

estudios no han objetivado relacion entre la presencia de los anticuerpos y la severidad de

la enfermedad valorada mediante el estadio histolégico o la funcion hepatica®™ ", No

208

obstante, Bansi y cols.”™ reportaron una relaciéon con la afectacién extensa del tracto

212

biliar, y Pokorny y cols.”* con un peor prondstico de la enfermedad.

La segunda hepatopatia claramente asociada a los ANCA es la hepatitis
autoinmune (HAI)?*%%27213216 1 3 prevalencia reportada en las distintas series oscila
entre un 49-96%. Unicamente Claise y cols.”” han encontrado una prevalencia inferior
(30%). Por otra parte, los estudios mas recientes han demostrado que los ANCA se
asocian concretamente a la HAI tipo 1, y no asi a la HAI tipo 2. El patron de IFI
detectado mayoritariamente es p-ANCA, pero también se ha observado en algunos casos
el patron c-ANCA. La especificidad (o especificidades) antigénica no se ha identificado.

217,218

Recientemente un grupo aleman ha sugerido que puede tratarse de la actina , pero sus

hallazgos no han sido validados por otros investigadores.

La cirrosis biliar primaria (CBP) ha sido menos estudiada. Algunos autores han

202,203,205

comunicado la presencia de ANCA en un 30-45% de los pacientes evaluados , pero

otros no han observado su presencia en ninguno de los enfermos estudiados™**"’.
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Finalmente, la asociaciéon con la hepatitis cromica C sugerida por algunos

investigadores***"°, tampoco se ha corroborado en series mas extensas>**2"2'6,

2.1.4.2.3. Enfermedades infecciosas

Desde el descubrimiento de los ANCA se han publicado varios estudios y
observaciones clinicas sugiriendo que algunas enfermedades infecciosas se asocian con la
presencia de estos anticuerpos.

Entre las mismas destacan las infecciones del tracto respiratorio. Efthimiou y

220

cols.™ comunicaron la deteccion de ANCA en 15 de 30 pacientes afectados de fibrosis

quistica que presentaban infecciones bacterianas del arbol traqueobronquial y en 7 de 10

pacientes con neumonia y/o empiema. Davenport y cols.™

encontraron 27 pacientes
ANCA positivos que padecian varias infecciones respiratorias (neumonias, empiemas,
bronquiectasias, y tuberculosis). Finalmente, se han reportado otros casos de pacientes
con tuberculosis que eran ANCA positivos®*?,

Koderisch y cols.”” fueron los primeros en comunicar la presencia de ANCA en
24 de 29 pacientes infectados por el VIH, si bien estos autores atribuyeron sus hallazgos
a una reaccién falsamente positiva de la IFI. Posteriormente otros investigadores han
reportado una prevalencia de un 18-42% en la infeccion por el VIH**%*,

Otras infecciones en las que se han detectado la presencia de ANCA con una
frecuencia muy variable son la onchocerciasis crénica hiperreactiva (100%)*, la
amebiasis (97%)*’, la malaria (5-50,5%)****, la lepra lepromatosa (26%)*, y la

chromomicosis (20%)*.
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Finalmente, durante los dltimos afios se han publicado observaciones clinicas

aisladas de pacientes con infecciones fiingicas asociadas a los ANCA**#%,

A pesar de que actualmente se reconoce la asociacion de las enfermedades
infecciosas con los ANCA, el anilisis global de los datos de la literatura indica que en la
mayoria de éstas no se detectan estos anticuerpos. Asi, en los estudios realizados con el
objetivo de determinar la sensibilidad y especificidad de los ANCA para las distintas
vasculitis, frecuentemente se han incluido como controles pacientes con infecciones, que
en la mayoria de las series han sido negativos. Por otra parte, el anélisis conjunto de tres
trabajos en los que se investigd la presencia de ANCA en enfermos con diversos procesos

infecciosos, incluyendo cuadros de shock séptico, muestra que (nicamente se detectaron

en 3 de 279 (1%) pacientes™ %,

2.1.4.2.4. Otras enfermedades

Se han publicado trabajos sugiriendo la posible asociacion de los ANCA con otras
enfermedades. Las més documentadas son la fibrosis quistica' y el sindrome de
Goodpasture™***. Otras series aisladas han detectado la presencia de ANCA en un bajo
porcentaje de pacientes con patologias muy variadas que incluyen el sindrome de

2
t47

Swee 250,251

, la nefropatfa IgA™*” - la glomerulonefritis post-estreptocicica™**", algunas
enfermedades neoplasicas™>**, la diabetes mellitus®™, las uveitis®>**, la eclampsia®’, la

enfermedad ateroembélica™, y enfermedades tiroideas autoinmunes™. Finalmente se ha

reportado su presencia en individuos expuestos crénicamente a silice™.
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2.1.5. Papel patogénico de los ANCA en las vasculitis sistermicas

La etiologia de las vasculitis primarias es desconocida. La teoria etiopatogénica
mds extensamente aceptada propone que distintos agentes etiologicos, entre los que los
mas importantes son las infecciones, pero también firmacos y otros agentes ambientales
no bien identificados, desencadenan en individuos genéticamente predispuestos una serie
de mecanismos inmunopatogénicos que conducen a la inflamacién y dafio vascular®™®.
Entre ellos cabe considerar el dep6sito de inmunocomplejos, la produccion de ANCA, la
produccién de anticuerpos anticélula endotelial (AECA), y una respuesta inmunoldgica
mediada por linfocitos T frente a antigenos propios o extrafios. Estos mecanismos
patogénicos no son excluyentes, sino que probablemente actiian de forma combinada con
un protagonismo variable segin la enfermedad o la fase evolutiva de la misma.

El papel patogénico de los ANCA en las vasculitis fue inicialmente sugerido a
partir del reconocimiento de su estrecha asociacion con estas entidades, y de los estudios
clinicos documentando su correlacion con la actividad del proceso vasculitico.
Posteriormente, estudios experimentales realizados in vitro, y en menor proporcion
estudios in vivo con modelos animales de vasculitis, han proporcionado numerosas
evidencias sugiriendo que los ANCA estan directamente involucrados en la patogenia de

la inflamacion y la lesién vascular®®,
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2.1.5.1. Papel fisiopatolGgico de los ANCA: estudios in vitro

2.1.5.1.1. Activacién de los neutréfilos mediada por los ANCA

En el afio 1990 Falk y Jennette® demostraron por primera vez que los ANCA son
capaces de modular la conducta bioldgica de los neutrdfilos. Estos autores mostraron que
la estimulacién de los PMN por diferentes citocinas provoca un proceso de translocacion
de la PR3 y la MPO, que se desplazan desde los granulos hacia la membrana celular
donde se expresan en su superficie. Los ANCA reconocen y se fijan al correspondiente
enzima lisosémico expresado en la superficie del PMN, estimulando y amplificando la
inicial activacion los neutréfilos por las citocinas. Como consecuencia, se induce una
desgranulacion de los neutr6filos con la consiguiente liberacion de radicales libres de
oxigeno, citocinas y enzimas proteoliticas lisosomales (incluyendo la PR3 y la MPO) con
gran capacidad necrosante. Mediante el mecanismo descrito, la activacién de los
neutréfilos mediada por los ANCA puede ser directamente citotOxica para las c€lulas
diana. Asi, diversos estudios in vitro han demostrado que los ANCA promueven la
adhesiéon de los neutr6filos al endotelio vascular, y los activan induciendo el

desprendimiento y lisis de las células endoteliales®™%.

2.1.5.1.2. Activacién de los monocitos mediada por los ANCA

Los efectos de los ANCA sobre los monocitos han sido menos estudiados, pero se
ha demostrado que también son capaces de activar estas cé]ulas. Los ANCA estimulan los
monocitos para producir radicales libres de oxigeno®’, asi como para secretar diversas

quimiocrinas (MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1*, e interleucina 8°%).
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2.1.5.1.3. Interaccién entre los ANCA vy las células endoteliales

Ademads de la activacion de los PMN, los ANCA pueden interaccionar indirecta o
directamente con las células endoteliales”. Por una parte, la PR3 y la MPO liberadas
durante la desgranulacién de los PMN pueden unirse a la membrana de las células
endoteliales. Por otra parte, se ha sugerido que las propias células endoteliales son
capaces de sintetizar PR3, que se transloca a la superficie de la membrana celular cuando
estas células se estimulan con citocinas”'. Por cualquiera de estos dos mecanismos, la
expresion de la PR3 y la MPO sobre la superficie de las células endoteliales, posibilita su
interaccion con los ANCA. Diversos estudios in vitro han mostrado que la subsiguiente
unién de los anticuerpos puede ser citotdxica para las células endoteliales: 1) se induce la
expresidn de moléculas de adhesidn y se estimula la produccion de citocinas por parte de
dichas células, amplificando de esta forma el proceso de reclutamiento de células
inflamatorias®'. 2) los ANCA se unen a las células endoteliales previamente incubadas
con PR3 y MPO, induciendo la lisis de las mismas a través de la activacion del sistema

del complemento®*%77,

3) la adicion de PR3-ANCA en presencia de neutrofilos
activados induce Ia lisis de las células endoteliales®”.

A pesar de que los estudios in vitro han demostrado que los ANCA interaccionan
con las células endoteliales, conviene destacar que en las vasculitis asociadas a los ANCA

no se detectan depdsitos de inmunoglobulinas en los tejidos lesionados. En consecuencia,

la relevancia in vivo de estos estudios in vitro es incierta.
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2.1.5.1.4. Reactividad de las células T en las vasculitis asociadas a los ANCA

Estudios inmunopatolégicos han demostrado que en las vasculitis asociadas a los
ANCA, el infiltrado inflamatorio estd compuesto por una proporcién variable de PMN,
pero fundamentalmente por macréfagos y linfocitos T que expresan marcadores de
activacion inmunoldgica y proliferan activamente en las lesiones. Estas observaciones, y
la ausencia de depdsitos de inmunoglobulinas, sugieren que la respuesta inmune mediada
por linfocitos T contribuye de forma notoria a la fisiopatologia del dafio vascular. A pesar
de que lés antigenos que activan estos linfocitos T autorreactivos son desconocidos, la
PR3 y la MPO son candidatos potenciales. En este sentido, varios estudios iz vitro han
demostrado que los linfocitos T aislados de pacientes con GW y otras vasculitis proliferan

en respuesta a extractos de neutréfilos, asi como a la estimulacién con PR3 y MPO?**7,

2.1.5.1.5. Interaccion de los ANCA con sus antigenos diana

Los ANCA pueden modificar las propiedades enziméticas de sus antigenos diana.
En concreto, el complejo c-ANCA = PR3-ANCA ‘se hace insensible a la accion
neutralizante de la PR3 por su inhibidor fisiolégico mas importante, la ol-AT*”*. Se ha
postulado que ello permitirfa una prolongacién de la vida media de los complejos c-
ANCA = PR3-ANCA en los tejidos. La subsiguiente disociacion de la PR3 activa desde
estos complejos podria contribuir al dafo tisular. En consonancia con esta hipotesis,
algunos estudios han observado que en la GW, la a¢tividad de la enfermedad se
correlaciona mejor con la capacidad inhibitoria de los ANCA sobre la inactivacion de la

PR3 por la a1-AT, que con el titulo de los c-ANCA/PR3-ANCA*”?®, Por otra parte, los
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pacientes portadores de variantes alélicas del gen de la ol-AT responsables de
concentraciones plasmaticas disminuidas de esta proteina, presentan formas mas graves de

vasculitis y tienen una mayor mortalidad®®"**.

2.1.5.2. Papel fisiopatoldgico de los ANCA in vivo

Los estudios ir vitro han aportado numerosas evidencias que sugieren fuertemente
la participaciéon activa de los ANCA en la patogenia de las vasculitis, pero que
l6gicamente no prueban in vivo, la operatividad de los fenémenos descritos. Con este
propésito, durante los ﬁltimos afios se han desarrollado varios modelos experimentales de

vasculitis en animales™*

. A pesar de que ninguno de los modelos descritos ha conseguido
reproducir de forma fidedigna el patrén de las vasculitis asociadas a los ANCA en los
humanos, los resultados de estos estudios también sugieren, aunque no prueban de forma
definitiva, que los ANCA participan en la patogenia de las vasculitis. Probablemente, la
observacion mas importante derivada de los modelos experimentales in vivo consiste en
que los ANCA, por si mismos, no son patogénicos. Asi, se precisan de factores
adicionales que actuarian como agentes etioldgicos desencadenantes, induciendo una
inicial estimulacion y activacién de los neutréfilos, monocitos y endotelio vascular. Una
vez iniciado este proceso, los ANCA actuarian como elemento amplificador y facilitador
de los fendmenos bioldgicos inflamatorios. En este sentido, los modelos in vivo
reflejarfan la situacién en los humanos, en los que como ya se ha comentado, se presume

que diversos agentes etioldgicos desencadenan la cascada de fendmenos inmunoldgicos

responsables de producir lesion vascular.
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2.2. ANCA EN LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

A pesar de que la etiologia de la EII es desconocida, durante los tltimos afios se
han conseguido importantes avances en el conocimiento de los mecanismos
fisiopatogénicos involucrados. Actualmente se considera que la EII se desarrolla como -
consecuencia de la interaccién entre factores genéticos predisponentes, factores
desencadenantes exdgenos y factores moduladores endégenos® (figura 3). El resultado de
estas interacciones es la aparicién de un proceso inflamatorio cronico de evolucion
recurrente-remitente, en el cual las lesiones de los tejidos implicados estdn mediadas por
el sistema inmunitario. La cronicidad del proceso inflamatorio estd determinada por un
estado de hiperactividad incontrolada del sistema inmunitario intestinal, que puede ser
consecuencia de una respuesta apropiada a un estimulo antigénico intraluminal mantenido,

o bien de una respuesta andémala y prolongada debida a una alteracion en la regulacion de

la inmunidad.

FACTORES EXOGENOS

Infecciones
Toxinas
Farmacos

FACTORES ENDOGENOS

SISTEMA
Microflora intestinal 4> [ INMUNE INTESTINAL J *

Sistema neuroendocrino

PREDISPOSICION GENETICA j

Figura 3. Etiopatogenia de la enfermedad inflamatoria intestinal
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Los avances experimentados en los aspectos basicos de la inmunologia durante los
tltimos afios han permitido una mejor caracterizacion de las alteraciones inmunolégicas
que se producen en la EIl. Por una parte, se ha demostrado que la inmunidad celular
mediada por linfocitos T desempefia un papel determinante en la patogenia de la
enfermedad. Por otra parte, si bien sus implicaciones patogénicas son discutidas, también
se han identificado alteraciones de la inmunidad humoral. Entre estas ultimas, es bien
conocida la presencia de diversos autoanticuerpos en los pacientes afectados™. Se han
descrito anticuerpos dirigidos contra las células epiteliales del colon, anticuerpos
linfocitotoxicos, anticuerpos contra las células endoteliales vasculares, y anticuerpos
contra el pancreas. El significado de estos anticuerpos en la EII es incierto, pero no
parecen tener un potencial patogénico, sino que mas bien representan un epifenOmeno
secundario a la inflamacién intestinal, o traducen una alteracién de la inmunorregulacién

de base de la enfermedad.

En el afio 1990, dos grupos independientes describieron por primera vez la
presencia de ANCA en la EII*®. Los autores de estos estudios destacaron dos aspectos
importantes de sus investigaciones. En primer lugar, existian caracteristicas diferenciales
entre los ANCA asociados a la EIl y los descritos en las vasculitis. En segundo lugar, los
anticuerpos se asociaban preferentemente a la CU, y en mucha menor proporcion a la
EC. Los autores apuntaban en sus conclusiones queﬂlqs ANCA podian representar
importantes marcadores serologicos de la CU, y que su determinacion podia ser de

utilidad para diferenciar esta entidad de la EC. Estos dos trabajos suscitaron un notable
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interés, que impulsé en los afios siguientes una dindmica y productiva investigacion sobre
los ANCA en la EII. Asi, durante los Gltimos afios, se han publicado numerosos estudios
que han confirmado la asociacién entre los ANCA y la EJ[?*202204.207209.285318 - Gipy
embargo, contrariamente a los sindromes vasculiticos, su significado en la EIl no ha sido

esclarecido y sigue siendo motivo de controversia.

2.2.1. Técnicas de detecciéon

La IFI y el ELISA, al igual que en las vasculitis sistémicas, son las dos técnicas
més empleadas para la deteccion de los ANCA en la EIl. Un grupo de investigadores
ingleses ha descrito una técnica inmunohistoquimica que ha utilizado en diversos

202,208,311

estudios , pero que no ha sido empleada por otros autores.

2.2.1.1. Inmunofluorescencia indirecta

La IFI con neutréfilos fijados en etanol que se aplica seglin la metodologia
estandarizada por Wiik, es el método mas utilizado y que se considera de referencia. De
hecho, todos los laboratorios usan esta técnica, ya sea como Gnico método de deteccidn, o
bien de forma complementaria al ELISA.

El patrén de inmunofluorescencia que se asocia a la EII, es fundamentalmente del
tipo perinuclear. Se trata de un patrén p-ANCA distinto al que se observa en las
vasculitis, caracterizado por una distribucién de la ﬂuo;escencia alrededor del nicleo
delimitando perfectamente los segmentos nucleares sin afectar su interior, y que algunos

autores refieren como a-ANCA (atypical ANCA) o x-ANCA (figuras 4 y 5, pégina 52).
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Este patron perinuclear es el que se detecta de forma predominante tanto en la CU como
en la EC, e incluso numerosos autores han encontrado que se trata del dnico patrén de
inmunofluorescencia asociado a la EII (tablas 3 y 4, paginas 60-63). No obstante, también
se ha descrito el patrén c-ANCA en una proporcion no despreciable de casos, sobre todo
en la EC, y menos frecuentemente en la CU (figuras 6 y 7, pagina 53; tablas 3 y 4,
péaginas 60-63).

La IFI con neutréfilos fijados en formalina también se ha utilizado en algunos
trabajos, pero los resultados obtenidos con este fijador en la EIl son contradictorios.
Saxon y cols.”’ asi como Yang®, sefialan que el patron p-ANCA no se modifica cuando se

emplea esta técnica, mientras que Cambridge y cols.”®

indican que la inmunotincién
desaparece por completo. Otros investigadores encuentran que de forma similar a lo que

ocurre con los ANCA asociados a las vasculitis, los p-ANCA adoptan un patrén de

inmunotincion citoplasmatico cuando los neutrofilos se fijan con formaldehido®****%3®,
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Figura 4. Patron p-ANCA a 40 aumentos de un paciente con CU.

Figura §. Patrén p-ANCA a 100 aumentos de un paciente con CU,
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Figura 6. Patron c-ANCA a 40 aumentos de un paciente con CU,

Figura 7. Patron c-ANCA a 100 aumentos de un paciente con CU.
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2.2.1.2. ELISA

El grupo de investigadores del Cedars Sinai Medical Center de Los Angeles fue el
primero en disefiar un ELISA para la deteccién de los ANCA en la EII*. Teniendo en
cuenta que el antigeno frente al que reaccionan los ANCA en la EIl no se conoce, estos
investigadores utilizan neutréfilos enteros como sustrato antigénico49’285’3°9’314. De forma
rutinaria emplean el ELISA como método de cribaje, y posteriormente aplican la IFI para
definir los patrones de inmunotincion. Para estos autores el ELISA tiene la ventaja de ser
mds sensible e igual de especifico que la IFI. Sin embargo, existen discrepancias en
cuanto a la sensibilidad y especificidad de las dos técnicas. Asi, Oudkerk Pool y cols.
objetivan que el ELISA es mucho menos sensible, pero igual de especifico que la IFL.

El ELISA también se ha aplicado utilizando como antigenos las proteinas
purificadas de los granulos de los neutréfilos para el estudio de las especificidades
antigénicas de los ANCA en la EIl. De esta forma, tal como se discute en el siguiente
apartado, se ha podido comprobar que ninguna de ellas es el antigeno responsable frente

al que reaccionan los ANCA en la EII.

2.2.2. Especificidades antigénicas

El antigeno (o antigenos) de los ANCA asociado a la EIl es desconocido.
Ciertamente, su reconocimiento -aparece como requisito indispensable para desarrollar
técnicas diagnésticas mds especificas, pero sobre todo, para elucidar de forma més precisa el

significado de estos anticuerpos en la EII. La identificacién del antigeno de los ANCA en la
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EII ha sido durante todos estos afios, y es todavia hoy en dia, un objetivo prioritario que ha

centrado numerosos esfuerzos.

Los primeros estudios demostraron que los ANCA en la EII no van dirigidos contra
ninguno de los antigenos asociados a las vasculitis, la MPO y la PR3*%02621
Posteriormente se han examinado numerosos componentes del citoplasma de los PMN,

principalmente otras protefnas de los granulos y del citosol de estas células. Néassberger y

cols.” y Schumacher y cols.*” detectaron anticuerpos dirigidos contra la B_glucuronidasa en
un 57% y 42% de pacientes con CU respectivamente. Halbwachs-Mecarelli y cols.’”
propusieron la catepsina G como antigeno de los ANCA en la EIl. En algunos estudios se
han encontrado anticuerpos contra esta proteina en un 5-46% de los
pacientes”®0>306:313:318320321 " peen y cols.”™ hallaron anticuerpos contra la lactoferrina en el
50% sus pacientes con CU, mientras que otros autores han reportado su presencia en un 5-
41% de los enfermos analizados®>*»30:30530633318 " También se han detectado anticuerpos
contra'la elastasa™” %3830 (7.46%) y la lisozima®™**** (10-53%). Con respecto a las
especificidades antigénicas mds novedosas de los ANCA, Stoffel y cols.*” han reportado

anticuerpos contra la BPI en el 37% de CU y en el 23% de EC, mientras que Walmsley y

cols.*® hallaron anticuerpos anti-BPI en el 29% y 14% de pacientes con CU y EC

respectivamente. Sobajima y cols.®' comunicaron la presencia de anticuerpos contra la

HMG1 y HMG2, proteinas del citosol y niicleo de las células eucariotas, en un 32% y 33%
de pacientes con CU. Por ultimo, Roozendaal y cols.” han identificado dos nuevos posibles

antigenos localizados en el citosol de los PMN: detectaron anticuerpos frente a la catalasa
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en el 38% de pacientes con CU y en el 26% de pacientes con EC, y frente a la o-enolasa en
el 10% de CU y enel 18% de EC.

En resumen, se ha comunicado la presencia de anticuerpos frente a diferentes
constituyentes de los granulos y del citosol de los PMN. Sin embargo, es importante
destacar, que para ninguno de los candidatos propuestos en algunos trabajos se han
conseguido reproducir los resultados en la mayoria de los restantes estudios. Ademas,
frecuentemente se encuentran multiples especificidades antigénicas de forma

Simulténea300,305—307,313,318,320

, ¥ lo que es mas importante, en una gran proporciéon de los
pacientes no se detecta ninguna®***%397313318.32035 " Congecuentemente, estas observaciones

indican que ninguno de los componentes celulares citoplasméticos estudiados hasta la

fecha se presenta como el antigeno responsable de los ANCA en la EII.

Una alternativa sumamente atractiva es que el antigeno no se encuentre ubicado en
el citoplasma de los PMN, sino que esté situado en otra localizacion celular, como por
ejemplo en el nicleo. Esta hipétesis fue inicialmente sugerida por el grupo del bedars
Sinai Medical Center de Los Angeles, ante la imposibilidad de identificar el antigeno
entre los diversos elementos del citoplasma, y observar que el patr6n de
inmunofluorescencia perinuclear en la EIl no se modifica cuando los neutrdfilos se fijan
con formaldehido. Mediante el examen de sueros con neutréfilos fijados en etanol y
paraformaldehido con microscopia confocal y microscopia inmunoelectrnica, estos
autores han sefialado que el antigeno de los p-ANCA asociados a la CU (asi como a la

CEP y a la HCA) se encuentra ubicado en la parte interna de la membrana nuclear,
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326,327

intimamente ligado a la heterocromatina Recientemente, otros autores han

confirmado estos hallazgos aplicando basicamente la misma estrategia metodolégica™ .

Légicamente, a partir de estos hallazgos, la blsqueda del antigeno se ha orientado hacia
el dominio nuclear. El antigeno sigue siendo todavia desconocido, pero se ha demostrado

331,332

que no se trata del DNA®?Y, Eggena y cols. mediante la generacién y el empleo de un
panel de anticuerpos monoclonales han sefialado que la histona H1 es el antigeno
neutrofilico detectado por los p-ANCA en la CU, pero este hallazgo ha sido

cuestionado®®.

2.2.3. Clases y subclases de ANCA en la EII

De forma similar a muchos otros anticuerpos séricos, los ANCA en la EII son
basicamente inmunoglobulinas de clase IgG. Sin embargo, también se detectan ANCA de

clase IgA en el suero de entre un 20-50% de los pacientes™***

, incluso en los enfermos
previamente colectomizados™®. Con respecto a las subclases de IgG, existe una claro

predominio del isotipo IgGl, aunque algunos pacientes secretan también

inmunoglobulinas IgG3**°*,

2.2.4. Prevalencia de los ANCA en la enfermedad inflamatoria intestinal

La prevalencia de los ANCA en la EIl es muy variable entre las distintas series de
la literatura, pero todos los estudios coinciden en que es notablemente mayor en la CU
que en la EC (tablas 3 y 4). A pesar de la amplia variabilidad reportada, en la mayorfa de

los trabajos se detectan en un 50-80% de pacientes con CU y Unicamente en un 5-25% de
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pacientes con EC. Su prevalencia en la EII pediatrica, tanto en la CU como en la EC, es
equiparable a la reportada en los adultos™ . Los ANCA no se detectan en otras
patologias del tracto gastrointestinal, por lo que estos anticuerpos tienen una alta
especificidad para la CU.

Las causas de tan notables diferencias sobre la prevalencia de los ANCA en la EIl
se han atribuido principalmente a la utilizacion de distintas técnicas para su deteccion, y a
diferencias reales de prevalencia en las distintas poblaciones estudiadas (entre las que cabe
considerar diferencias raciales y/o étnicas). En este sentido, estudios en los que se ha
analizado simultineamente sueros de distintas poblaciones en laboratorios independientes

han confirmado diferencias regionales significativas®®.

Otro aspecto de considerable interés y que se analiza de forma sistemaética en todos
los estudios de asociacion entre los ANCA y la EII, es si la seropositividad de los
anticuerpos se relaciona con las caracteristicas demograficas y clinicas de la enfermedad.

En la CU, la mayoria de los trabajos publicados no han encontrado relacion entre la
presencia o titulo de los ANCA y el curso clinico, extensidn, actividad de la enfermedad,
manifestaciones  extraintestinales, o tratamiento  farmacol6gico  recibido®*****
292,296,297,299,301,302,304 313318 Qin embargo, algunos autores si han detectado relacién con alguna
de las variables analizadas, en concreto entre la positividad y/o titulo de los ANCA y la
actividad de la enfermedad*2%27:2%3:295303,

Con respecto a la relacion existente entre la presencia de ANCA vy el tratamiento

quirtrgico de la CU, la mayoria de estudios han demostrado que no existen diferencias de
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prevalencia significativas entre los pacientes no intervenidos y los que se les ha practicado
una coloproctectomia total***', Ademdas, en numerosos casos, los ANCA se detectan
incluso tras muchos afios de la colectomia. Estos hallazgos sugieren que la reseccion
colonica no modifica el status ANCA. Contrastando con la mayoria de los estudios, Esteve y
cols.* han objetivado una menor frecuencia de los anticuerpos en los pacientes operados
frente a los no intervenidos, y algunos autores han descrito, aunque de forma anecdética, su
negativizacion en varios pacientes tras la colectomia. Aitola y cols.’, sefialan ademads, en el
tinico estudio prospectivo que valora el status ANCA antes y después de la cirugia, una
significativa disminucion del titulo de los anticuerpos tras el procedimiento quirtrgico.

Con respecto a la EC, considerando la baja prevalencia de los ANCA en esta
entidad, la mayoria de las series no son lo suficientemente extensas para poder analizar
hipotéticas asociaciones con los pardmetros clinicos. Unicamente, hay que destacar una
mayor prevalencia en los pacientes con EC que tienen afectado el colon con respecto a los
que tienen una afectacion exclusiva del intestino delgado®®'***%*7 i bien esta

circunstancia no se percibe en numerosos trabajos.

59



INTRODUCCION

Tabla 3. Prevalencia de los ANCA en la colitis ulcerosa,

AUTOR (Ref.) METODO DE PREVALENCIA Patrén ANCA
DETECCION ANCA p-ANCA c-ANCA

Saxon (49) ELISA 84 %

IFI 68% 100%
Rump (50) IFI 59% 100%
Duerr (285) ELISA 85%:

IFI 60% 70% 30%
Duerr (200) ELISA 79%

IFI 79% 87% 13%
Seibold (203) §31 83% 100%
Cambridge (286) IFI 54% 55,5% 37%
Romas (287) | ELISA 73%

IFI 40% 100%
Colombel (288) TFL 48% 95% 5%
Lo (202) IAP 33%
Dalekos (289) IFI 30% 96% 4%
Oudkerk Pool (290) ELISA 39%

1FI 79% 100%
Deusch (291) IH 68 % 100%
Mulder (292) IFI 45% 100%
Rump (293) IFI 58% 100%
Hardarson (204) IFL 76% 100%
Sung (294) IFl 73,5% 43% 57%
Broekroelofs (295) TFL | 51% 97% 3%
Vecchi (298) IFI 45,1% , 100%
Patel (297) IFL 76% 100%
Mufioz (302) TEI 60,8% 82% 18%
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Tabla 3. Prevalencia de los ANCA en la colitis ulcerosa.

AUTOR (Ref.) METODO DE PREVALENCIA Patrén ANCA
DETECCION ANCA p-ANCA  c-ANCA
Tural (303) IFI 3% 84,2% 15,7%
Lamproye (299) IFI 64% 94 % 6%
Sung (301) IFI 73% 43% 57%
Mulder (300) IFI 51% 100%
Castellino (304) 1FI 39,8% 88% 12%
Kossa (305) 1FI 41% 80% 20%
Hertervig (306) 1F1 50,3% 86% 13%
Schumacher (307) 131 71%
Oudkerk Pool (308) IF 61% 100%
Kim (309) ELISA 83,3%
IFI 83,3% 85% 15%

Eliakim (310) IFI 68,5% 100%
Claise (207) IFI 37% 95% 5%
Bansi (208) AP 2,4% 100%
Andreani (312) IFI 71,4%
Sugi (313) IFI 76,9% 82,5% 17,5%
Bansi (311) IAF 45% 100%
Haabeeb (315) IFI 3% 100%

' Preeman (316) TFI 66,3%
Garcia Herola (318) IFI 46 % 69,4% 30,5%
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Tabla 4. Prevalencia de los ANCA en la enfermedad de Crohn.

AUTOR (Ref.) METODO DE PREVALENCIA Patrén ANCA
DETECCION ANCA p-ANCA ¢-ANCA
Saxon (49) ELISA 20%
IFI 20% 100%
Rump (50) 1F 10% 100%
Duerr (285) ELISA 28%
IF 6%
Seibold (203) IFI 25% 100%
Cambridge (286) IFL 10% 40% 40%
Romas (287) ELISA 27%
IFL 8% 100%
Colombel (288) 131 1% 100%
Lo (202) AP 0%
Oudkerk Pool (290) ELISA 2%
TFL 13% 100%
Deusch (291) IFI 21% 100%
Mulder (292) IFL 34% 100%
Rump (293) IFL 2% 100%
Hardarson (204) i 8% 100%
Broekroelofs (295) IEI 40% 100%
Vecchi (298) IR 4% 100%
Patel (292) IFI 43% 100%
Mufioz (302) 1L 6,6% 100%
Tural (303) IFI 16,2% 66,6% 33,3%
Lamproye (299) IFI 17% 31% 69%
Sung (301) TFI 25% 100%
Mulder (300) IFI 40% 100%
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Tabla 4. Prevalencia de los ANCA en la enfermedad de Crohn.

AUTOR (Ref.) METODO DE PREVALENCIA Patrén ANCA
DETECCION ANCA p-ANCA c-ANCA

Castellino (304) IFl 11,9% 36% 64 %
Kossa (305) IF1 10% 100%
Hertervig (306) IFI 24.2% 65% 29%
Schumacher (307) IFI 46%
Oudkerk Pool (308) IFI 21% 100%
Eliakim (310) IFI 6% 100%
Claise (207) IFI | 15% 100%
Bansi (311) IAP 5% 100%
Andreani (312) TFI 33,3%
Sugi (313) IR 74,4% 97% 3%
Vasiliauskas (314) ELISA 55%

TFI 55% 47% 53%
Freeman (316) IFL 11,9%
Garcia Herola (318) IFI 18% 22% 78%
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2.2.5. Papel patogénico de los ANCA enla EII

Contrariamente a los procesos vasculiticos, la evidencia actual indica que los ANCA
no participan en la patogenia de la EIl. Los datos clinicos y experimentales que asi lo
prueban se resumen a continuacion.

Desde el punto de vista clinico, diversas observaciones estin en contra del papel
patogénico de los ANCA en la EIl. Primero, estos anticuerpos no son necesarios para
desarrollar la enfermedad, desde el momento en que una proporcion significativa de
pacientes son ANCA negativos. Segundo, la presencia o titulo de ANCA no se correlaciona
con la actividad, extensién, ni curso clinico de la enfermedad. Tercero, los ANCA se
detectan en los pacientes operados, incluso tras muchos afios de la colectomia. Por dltimo y
como se comenta mas adelante, los anticuerpos se pueden detectar en ausencia de
enfermedad como es el caso de los familiares sanos de los pacientes.

Con respecto a los estudios experimentales, los datos disponibles son muy limitados.
En el dnico estudio realizado irn vitro, Gionchetti y cols.*** han evidenciado que los p-ANCA
asociados a la CU no son capaces de activar los neutréﬁlos para producir radicales libres de
oxigeno. De los numerosos modelos experimentales de EII, Unicamente dos modelos
generados mediante manipulacién genética, en concreto la colitis del raton TCR-o”
(deficiente en receptor o de las células T)> y la enterocolitis del ratén IL10 /- (con

deleccion del gen de la interleucina 10)**

desarrollan ANCA. Sin embargo, aunque estos
animales producen ANCA, no se ha demostrado que los anticuerpos tengan ningun papel

patégeno en ninguno de estos dos modelos. En cualquier caso, cabe sefialar que estos y otros

modelos experimentales pueden contribuir a mejorar los conocimientos sobre el papel de los
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ANCA en la ElI. En este sentido, los dos modelos previamente descritos han aportado datos
muy iﬁteresantes: 1) en la mucosa colénica inflamada de los ratones TCR-o”" existen
linfocitos B que producen p-ANCA*®, observacién que por otra parte Targan y cols.” ya
habian sefialado previamente en pacientes con CU. 2) en el modelo de enterocolitis del raton
IL10 ~/~, los p-ANCA se generan como consecuencia de una reactividad cruzada frente a

antigenos de la flora bacteriana intestinal®®.

2.2.6. Significado v utilidad de los ANCA en la EIl

A pesar de la prolifica investigacion sobre los ANCA en la EII, su significado sigue
siendo desconocido. Actualmente, las dos hipdtesis mas plausibles proponen que, o bien
estos anticuerpos traducen simplemente un epifendmeno secundario a la inflamacion
intestinal, o bien representan marcadores de disregulacion inmunoldgica de un subgrupo de
pacientes con CU*®. Esta dltima presuncién es defendida por numerosos autores, y se
fundamenta en las siguientes observaciones: 1) los anticuerpos se asocian estrechamente a la
CU y no se detectan en otros procesos inflamatorios agudos o cronicos que afectan al tracto
gastrointestinal. 2) no existe una relacion claramente establecida entre la presencia y/o titulo
de los anticuerpos y la actividad o extension de la enfermedad. 3) los ANCA se detectan en
los pacientes colectomizados. 4) los anticuerpos pueden ser marcadores genéticos en la EII,

tal como se expone mas adelante.
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2.2.6.1. Papel de los ANCA como marcadores seroldgicos clinicos

2.2.6.1.1. Marcadores diagnésticos de la colitis ulcerosa

La alta prevalencia de los ANCA en la CU, y su especificidad para esta entidad con
respecto a otras patologias gastrointestinales, indican que estos anticuerpos representan
marcadores serolgicos de la enfermedad. En consecuencia, se ha sugerido su valor
potencial como marcadores serolégicos ttiles para el diagnéstico de la CU, ademds de
posibilitar el diagndstico diferencial con otras colitides, en concreto con la EC. Numerosos
estudios han evidenciado que los ANCA tienen una sensibilidad y especificidad para el
diagnéstico de la CU que oscilan entre un 50-80% 'y 8095%

. 49,204,285,287,288,290,296,298,302,303,309,311,318
respectivamente 5287 296,2 11,318

Sin embargo, teniendo en cuenta las
diferencias de prevalencia reportadas en las series publicadas, que se atribuyen en parte a
diferencias de prevalencia entre las distintas poblaciones estudiadas, para establecer la
utilidad clinica de la determinacién de los ANCA para el diagndstico de la CU en una

poblacion concreta, es preciso conocer su prevalencia en una muestra homogénea de

pacientes con EII del 4rea geografica de estudio.

2.2.6.1.2. Marcadores de bursitis (pouchitis)

La asociacién de los ANCA con la bursitis, inflamacion del reservorio ileal que
ocurre en un 20-60% de los pacientes operados a los que se les ha realizado una
proctocolectomia restauradora mediante un reservorio ileoanal, ha sido motivo de
controversia. Basandose en los resultados de tres estudios que indicaban una pre{falencia

muy alta de los anticuerpos (90-100%) en pacientes con bursitis, se sugirié que podrian
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tener un valor predictivo del desarrollo de esta complicacién quirdrgica**>*. Sin embargo,
estudios posteriores no han detectado diferencias de prevalencia significativas entre lo
pacientes portadores de un reservorio que tienen o no una bursitis*****%*?  Los datos de la
literatura sobre esta cuestion son confusos, debido a que la inflamacion del reservorio puede
adoptar diferentes formas evolutivas que no se definen apropiadamente en algunos de los
trabajos. La bursitis aguda, caracterizada por un unico episodio inflamatorio o brotes
intermitentes que responden al tratamiento, es la forma mas frecuente. La bursitis crénica es
infrecuente (5% de los pacientes portadores de un reservorio), y se caracteriza por la
inflamacién persistente del reservorio que precisa de tratamiento inmunosupresor. El andlisis
detallado de las series publicadas muestra que la frecuencia de los ANCA o se encuentra
incrementada en los pacientes con bursitis aguda. En cuanto a la forma crénica, Aisenberg y
cols.* no han encontrado diferencias con respecto a los pacientes portadéres dé un

5 sf han

reservorio que no tienen esta complicacion, mientras que Sandborn y cols.
observado una mayor prevalencia en los pacientes afectados. En otras series también se

constata una mayor frecuencia en los pacientes con bursitis cronica, pero debido al escaso

nimero de casos estudiados las diferencias no son significativas®™'.

2.2.6.1.3. Marcadores de la EC con fenotipo clinico "UC-like"

Vasiliauskas y cols.”*

publicaron un estudio sugiriendo que en la EC, los p-ANCA
definen a un subgrupo de pacientes que se caracterizan por tener un fenotipo clinico similar

al de la CU (UCHlike clinical phenotype) consistente con la presencia de una afectacion del

colon izquierdo documentada endoscdpica y/o histopatolégicamente, y sintomatologia clinica
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de colitis izquierda. En este estudio, el 100% de los pacientes con EC que eran p-ANCA
positivos (EC-pANCA+) tenian un fenotipo clinico "UC-like”, frente a un 45% de los
pacientes c-ANCA positivos (EC-cANCA+) y un 39% de los ANCA negativos (EC-
ANCA-). En base a estos resultados los autores proponian que el status ANCA puede
definir distintos subgrupos fenotipicos de la EC. Estos interesantes hallazgos han sido

reproducidos por algunos investigadores™ , pero no asi por otros autores®®*®,

2.2.6.2. Papel de los ANCA como marcadores genéticos

2.2.6.2.1. Marcadores subclinicos de susceptibilidad genética a la EIl

Los marcadores subclinicos son pardmetros que permiten detectar individuos con
un genotipo anormal en ausencia de expresién fenotipica de una enfermedad. Son dtiles
para el estudio de enfermedades de base genética porque en muchos trastornos
hereditarios no todos los individuos con el genotipo mutado manifiestan la enfermedad
(penetrancia reducida), la variabilidad fenotipica puede ser tan amplia que las
caracterfsticas clinicas sean demasiado sutiles para ser aparentes (expresividad variable),
o puede existir un retraso en la edad de debut de la enfermedad de tal forma que los
sujetos jovenes genéticamente predispuestos no tengan todavia manifestaciones clinicas.
De esta forma, los marcadores subclinicos maximizan el nimero de "sujetos afectados”
que pueden ser detectados. En -este sentido, el estﬁdio de determinados marcadores
subclinicos en los familiares sanos de los pacientes con una enfermedad hereditaria puede

ayudar a identificar los sujetos genéticamente predispuestos.
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El potencial papel de los ANCA como marcadores subclinicos de susceptibilidad
genética a la CU fue sugerido por dos grupos independientes que encontraron una
frecuencia significativamente mas alta de los anticuerpos en los familiares sanos de los
pacientes que en sujetos controles. Primero, Shanahan y cols.’® reportaron la presencia
de ANCA en un 15,7% y en un 20,9% de los familiares sanos de pacientes con CU en

363 comunicaron

dos poblaciones norteamericanas. Dos afios mds tarde, Seibold y cols.
resultados similares en una poblacién alemana: detectaron la presencia de ANCA en el
30% de los familiares sanos de pacientes con CU y en el 25% de los familiares sanos de
pacientes con CEP. No obstante, contrariamente a estos dos trabajos, cuatro estudios

realizados en Francia®, Italia’, e Inglaterra®®®*”’

, ho evidenciaron una prevalencia
incrementada de ANCA en los familiares sanos de pacientes con CU (0-6,6%). Estas
diferencias, al igual que las encontradas en los propios pacientes, también se han
atribuido a diferencias metodolégicas y/o poblacionales. Considerando esta tltima
explicacion, es posible que los ANCA representen marcadores genéticos en la CU
Unicamente en determinadas poblaciones. Por lo tanto, para establecer su utilidad como

marcadores de susceptibilidad genética a la CU en una poblacién concreta, es preciso

conocer su prevalencia entre los familiares de los pacientes del 4rea geografica de estudio.

2.2.6.2.2. Marcadores subclinicos de heterogeneidad genética en la Ell
La EIl, como més adelante se expondrd, es una enfermedad genéticamente
heterogénea. El concepto de heterogeneidad hace referencia a que la CU y la EC son

enfermedades genéticamente distintas que se presentan con un espectro clinico similar.
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Mi4s atn, hoy en dia se considera que cada una de las dos enfermedades, la CU y la EC,
son a su vez enfermedades genéticaménte heterogéneas. Esto es, tanto la CU como la EC,
englobarian una serie de trastornos diferentes, cada uno de los cuales tendria una base
genética distinta. Entre las numerosas evidencias que asf lo indican y que se comentaran
mas detalladamente en otro capitulo, el estudio de marcadores subclinicos, y en concreto
el de los ANCA, puede contribuir a probar la existencia de heterogeneidad genética en

estas dos enfermedades.

El potencial papel de los ANCA como marcadores subclinicos de heterogeneidad

genética en la CU fue inicialmente sugerido por Shanahan y cols.**

en el estudio que
describia una frecuencia incrementada de los anticuerpos en los familiares sanos de los
pacientes con CU. Los autores encontraron una mayor frecuencia de los anticuerpos en
los familiares de pacientes con CU que eran ANCA positivos (CU-ANCA+) que en los
familiares de los pacientes ANCA negativos (CU-ANCA-) (21.4% vs 7%).
Posteriormente, durante los Gltimos afios se han publicado varios estudios evidenciando
que la distinta asociacion entre el status ANCA y diversos marcadores genéticos
caracterizan subgrupos de pacientes con CU. De nuevo, el grupo del Cedars Sinai
Medical Center de Los Angeles fue el primero en establecer asociaciones de estas
caracterfsticas. En concreto, en un primer estudio, mostraron que la CU-ANCA+ se
asociaba con el alelo HLA-DR2, y la CU-ANCA~- con el alelo HLA-DR4*®, Estos

resultados permitian establecer subgrupos de pacientes con CU definidos por la asociacién

de marcadores genéticos (genotipo HLA) y subclinicos (ANCA), y sugerir en
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consecuencia que la CU-ANCA+ y la CU-ANCA- son grupos genéticamente distintos.
En un segundo estudio, los mismos autores sefialaron una frecuencia incrementada del
alelo R241 del coddn 241 del gen de la molécula de adhesion intercelular tipo 1 (ICAM-
1) en la CU-ANCA- comparada con la CU-ANCA+, y una mayor frecuencia del mismo
alelo en la EC-ANCA+ respecto a la EC-ANCA—"®. Los resultados de trabajos
subsiguientes, no obstante, han sido contradictorios. Asi, mientras que Annese y cols.”’
también han encontrado una asociacién entre la CU-ANCA+ vy el alelo HLA-DR2, otros
autores no han detectado ninglin tipo de asociacién entre el status ANCA y los alelos
HLA valorados, en concreto el HLA-DR2*'?”, Nuevamente aqui, las discrepancias entre
estos trabajos se atribuyen a diferencias metodolégicas y/o poblacionales. Asi se refleja
en un reciente estudio realizado en pacientes con EII del norte de Europa, en el que se ha
evidenciado una asociacion entre la CU-ANCA+ vy el haplotipo HLA DR3 DQ2 TNF2,

pero no asi con el alelo HLA-DR2*",
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2.3. GENETICA DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

2.3.1. Predisposicion genética en la EII

Estudios clinicos, epidemiolégicos y genéticos han mostrado que el riesgo de
desarrollar la EII est4 genéticamente determinado®*®. Las evidencias que asi lo indican
incluyen diferencias raciales y étnicas en la frecuencia de la enfermedad, la agregacion
familiar, la existencia de sindromes genéticos que se asocian a la EIl, y la asociacién

entre la EIl y varios marcadores genéticos.

La incidencia de la EII es mayor en la raza caucésica, menor en la raza negra, y
baja en la raza asiatica®>”’. No obstante, la incidencia en distintas comunidades raciales
disminuye o aumenta cuando éstas emigran a zonas geograficas de menor o méyor
prevalencia de la enfermedad respectivamente, por lo que si bien los factores genéticos
determinan en parte las diferencias raciales, los factores ambientales contribuyen a las
mismas. Es por ello que son mas relevantes los estudios que muestran que entre la raza
caucésica, los judios tienen un mayor riesgo de padecer EIl que otros grupos étnicos de la
poblacién no judia, y que la enfermedad es mas prevalente entre los judios Ashkenazies

que entre los Sefardies®*®

. Las repetidas observaciones de que estas diferencias se
mantienen a lo largo de distintas' décadas y en distintas 4reas geogréficas, subrayan la
importancia de la participacion genética en la predisposicion a la EII.

La existencia de un componente genético en la EII se sustenta asi mismo en la

evidencia que aportan los trabajos en los que se pone de manifiesto una agregacion
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familiar. La proporcidn de pacientes que tienen una historia familiar positiva es de un 10-
20%, y el riesgo relativo de desarrollar una CU o EC es del orden de 10 a 30 veces
superior en los familiares de primer grado de los enfermos que en la poblacion

375,379,380
a]7>:379:380

gener. Miés importante todavia, la concordancia de la EIl entre gemelos

monocigotos es superior a la encontrada entre dicigotos, o entre hermanos no
gemelos™*%,

La EII se asocia claramente con tres sindromes genéticos: el Sindrome de Turner,
el sindrome de Hermansky-Pudlak, y la glucogenosis tipo Ib*°. La asociacién con otros
sindromes genéticos (ciertos sindromes de inmunodeficiencia y el agioedema hereditario),
y otras enfermedades con una conocida predisposicion genética (la espondilitis
anquilopoyética, la psoriasis, la colangitis esclerosante primaria, la esclerosis miltiple y
la enfermedad celiaca) estd asi mismo bien documentada.

Finalmente, y como se discutird més adelante, la asociacion de la CU y la EC con
varios marcadores genéticos, asi como los trabajos de andlisis de ligamiento en los que se
estudia todo el genoma humano demostrando la implicacion de diversas regiones
cromosémicas en la predisposicion genética a la CU y la EC, constituyen importantes

pruebas adicionales del papel relevante de la herencia en la EII**%.

2.3.2. Modelo de herencia en la EII

El patrén de herencia de la EIl no es del todo conocido, pero los datos
epidemioldgicos y genéticos sugieren un modelo no-mendeliano complejo, en el que

varios genes parecen estar involucrados®*®, La evidencia actual indica que la CU y la
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EC son trastornos multifactoriales, resultado de la interaccidén entre factores ambientales
y la influencia aditiva de varios genes con efectos menores (modelo poligénico) o de

genes con efectos mayores (modelo oligogénico).

Por otra parte, como ya se ha apuntado en otra parte de este texto, hoy en dia se
tiende a considerar que la EIl es una enfermedad genéticamente heterogénea®”. El
concepto de heterogeneidad genética, como ya se ha explicado, hace referencia a que la
CU y la EC no son una tnica enfermedad, sino enfermedades genéticamente distintas que
se presentan con un espectro clinico similar. La nocion de heterogeneidad genética en la
EIl se sustenta principalmente en la diferente asociacion de la CU y de la EC con
distintos marcadores genéticos y subclinicos, asi como en los estudios de ligamiento de
todo el genoma que han mostrado que si bien las dos enfermedades pueden compartir
algunos locus genéticos, difieren en muchos otros. Ademds, numerosas y recientes
observaciones sugieren que cada una de las dos enfermedades, la CU y la EC, son a su
vez, enfermedades genéticamente heterogéneas: tanto la CU como la EC, englobarian una
serie de trastornos diferentes, cada uno de los cuales tendria una base genética distinta.
Entre las evidencias que asi lo indican, son muy demostrativos los trabajos que muestran
una concordancia familiar de los principales pardmetros clinicos de la EC, como la
localizaciéon anatdmica, la extensién, el patrén clinico (inflamatorio, fibroestendtico o
fistulizante), y los requerimientos quirtrgicos, sugiriendo que las diferentes

386-391

caracteristicas clinicas estdn sujetas a control genético . Consistente con la idea de

heterogeneidad genética tanto de la CU como de la EC, durante los tltimos afios se han
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reportado numerosas asociaciones entre marcadores genéticos y distintos subgrupos
fenotipicos de cada una de las dos enfermedades. Por citar algunos ejemplos, se ha
sefialado una asociacion negativa del genotipo AA del gen TAP2 y pacientes con EC

corticorresistente*>

, y una menor frecuencia del alelo HLA-DRB1* 03 en un subgrupo de
pacientes con EC con fistulas perianales®’; con respecto a la CU, sé ha reportado que el
alelo HLA-DRB1*15 se asocia a la intratabilidad de la enfermedad®, la necesidad de
tratamiento con glucocorticoides3§5, y la colitis extensa®®, el haplotipo DR3-DQ2 se
asocia a la colitis extensa®’, mientras que el alelo HLA-DRB1*0103 se asocia con una
evoluciéon méds severa de la enfermedad®. Por otra parte, los marcadores subclinicos
pueden asi mismo contribuir a establecer la presencia de heterogeneidad genética en estas
dos enfermedades. Como ya se ha discutido en otro apartado de este texto, los ANCA
han sido los més estudiados, publicindose varios estudios que muestran que la
combinacion de estos anticuerpos con ciertos marcadores genéticos caracterizan subgupos
de pacientes con CU. Finalmente, la constatacion de que diferentes modelos
experimentales de EIl con animales transgénicos o "kmockout” generados por muy
distintas manipulaciones genéticas desencadena un proceso inflamatorio intestinal més o

menos similar para todos ellos, constituye otro dato indirecto apoyando el concepto de

heterogeneidad genética de la CU y de la EC*®,

En resumen, el modelo genético mas extensamente aceptado para la ElI, es el que
engloba el concepto de heterogeneidad genética, herencia poligénica, y contribucion de

factores ambientales. La ventaja principal de contemplar a la CU y la EC como
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enfermedades genéticamente heterogéneas, consiste en la posibilidad de identificar
subgrupos genéticamente hbmogéneos mediante el empleo de marcadores genéticos y/o
subclinicos, lo que deberia permitir profundizar sobre la fisiopatologfa de estas
enfermedades, y en dltimo término aplicar tratamientos mds racionales acorde con las

alteraciones fisiopatoldgicas inherentes a cada una de las diferentes formas etioldgicas.

2.3.3. Identificacion de los genes susceptibles en la EIT
Los importantes avances cientificos realizados durante la dltima década en el
campo de la biologia molecular han permitido caracterizar la base molecular de muchas

enfermedades. Para ello, actualmente existen dos grandes estrategias*®

. La primera y més
novedosa, "genome-wide screening”, consiste en el estudio de todo el genoma humano
mediante andlisis de ligamiento de marcadores genéticos muy polimédrficos
(microsatélites) que permiten el mapeo de miiltiples lugares en cada cromosoma. Para
este tipo de estudio, es necesario examinar familias con varios de sus miembros
afectados. La comparaciéon de los marcadores analizados entre familiares afectados,
permite la localizacién de regiones cromosdmicas de interés, para posteriormente iniciar
la bisqueda de genes susceptibles en dichas regiones cromosOmicas. La segunda
estrategia, el estudio de los genes candidatos, se fundamenta en la evaluacién de diversos
marcadores genéticos especificos en base a hipdtesis biologicas, y ha sido la maés
empleada hasta hace pocos afios. Esta estrategia se puede abordar mediante estudios de

asociacion poblacionales en los que un determinado marcador genético se compara entre

casos y controles, o a través de estudios de analisis de ligamiento genético en familias con
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varios miembros afectados en los que se determina si ciertos alelos de un marcador

genético se transmite con la enfermedad.

Durante los ultimos afios, la identificacion de los locus genéticos de
susceptibilidad que explique el caricter hereditario de la CU y la EC se ha convertido en
un objetivo prioritario del estudio de la EIl. Sin embargo, la naturaleza de los defectos
moleculares involucrados sigue siendo poco conocida®>*, De forma similar a lo aplicado
en las enfermedades hereditarias monogénicas u otras enfermedades con un modelo de
herencia complejo no-mendeliano, en la EIl se estdn utilizando las dos estrategias de
estudio previamente descritas.

Los resultados de los estudios de ligamiento de todo el genoma humano publicados
hasta la fecha, han implicado regiones en los cromosomas 3, 7, 12 y 16 eﬁ la
predisposicién genética a la EC*'*”| y en los cromosomas 2, 3, 7, 6, 12, y 16 para la
CU*™” Las regiones susceptibles més claramente implicadas se encuentran en el
cromosoma 16 (locus IBDI) y en el cromosoma 12 (locus IBD2).

Por su parte, el enfoque de la busqueda de locus‘ genéticos susceptibles mediante la
estrategia de los genes candidatos, se ha basado l6gicamente en la evaluacion de los genes
que se presume pueden participar en la patogenia de la EII, segin los conocimientos
actuales de la misma. En este sentido, diversos genes que operarian tanto a nivel del
Organo diana como a nivel del sistema inmunitario pueden estar involucrados.
Considerando el papel central del sistema inmunitario en l;cl patogenia de la EII, y que la

disfuncion inmunitaria puede estar genéticamente determinada, los genes implicados en el
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control de la respuesta inmune se consideran importantes candidatos potenciales. Los
genes del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II, que codifican para
las moléculas HLLA de clase II necesarias para el reconocimiento antigénico y por lo tanto
el inicio de la respuesta inmune, han sido los més estudiados. En la CU se han descrito
asociaciones con el alelo HLADR2 (DRB1*15) en poblaciones norteamericanas® y

japonesas*'’, pero no asi en las europeas***"

. Con respecto a la EC, se han reportado
asociaciones con el haplotipo DR1-DQ5*¢, y con los alelos DRB1*01 y DRB1*07*°, No
obstante, conviene destacar que los resultados de los numerosos trabajos de asociacion
con los alelos HLA no han sido consistentes. El andlisis conjunto de todos ellos revela
que la contribucion de los genes HLA de clase II a la susceptibilidad global de la CU es
modesta, mientras que en la EC es todavia incierta. Otros genes igualmente involucrados
en la respuesta inmune como los que codifican para el sistema del complemento,
inmunoglobulinas, receptor antigénico de las células T, y moléculas de adhesion, han sido
también evaluados®”. Ninguna de estas regiones gendémicas se ha mostrado ttil como
marcador de susceptibilidad a la EII, si bien en algunos casos se han descrito asociaciones
débiles. Finalmente, la evaluacion de los genes que codifican para citocinas con

importante actividad inflamatoria y/o inmunorreguladora que participan de forma activa

en la patogenia de la EIl, ha sido el objeto de una creciente atencion*®*%,

2.3.4. Eleccion de los marcadores genéticos

Las citocinas son un amplio grupo de glicoproteinas producidas por diferentes

tipos celulares que juegan un papel esencial en el inicio, la regulacion, la amplificacidn, y
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el tipo de la respuesta inmune, asf como en la naturaleza de los procesos de inflamacién
local y/o sistémica que dicha respuesta provoca. Las citocinas juegan un papel central en
la modulacién del sistema inmunitario intestinal, y contribuyen de forma muy importante
a mantener la homeostasis de la mucosa del tracto gastrointestinal*®’.

Estudios clinicos y experimentales han mostrado que en la EIl existe un
desequilibrio del balance entre cifocinas proinflamatorias y citocinas con funcién
predominantemente inmunorreguladora o antiinflamatoria®®*°. Las principales citocinas
proinflamatorias involucradas en la induccién y perpetuacion de la respuesta inflamatoria
en la Ell incluyen la interleucina 1 (IL-1), la IL-6, la IL-12, el factor de necrosis tumoral
o (TNFo), el interferén vy, asf como diversas quimiocrinas, mientras que las citocinas
reguladoras inmunosupresoras mds importantes estarian representadas por la IL-4, la IL-
10 y el TGFf. El conocimiento preciso del papel que desempefia cada uno de estos
mediadores de forma individual es todavia limitado, pero los estudios experimentales han
puesto de manifiesto que el desequilibrio entre citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias juega un papel determinante en el desarrollo y perpetuacion del proceso
inflamatorio intestinal. Sin embargo, se desconoce si estas alteraciones reflejan
simplemente la activacion inmune exagerada o incontrolada que caracteriza la Ell, o por
contra representaﬁ una disfuncidn inmunitaria primaria determinada por una alteracion de
la regulacion de la respuesta inmune que pudiera estar genéticamente determinada. De
esta forma, y bajo esta tltima hipdtesis, la descripcion de polimorfismos en los genes que
codifican para varias de estas citocinas, ha permitido el estudio de su asociacion con la

CU y la EC*'. Los estudios publicados hasta la fecha, han evaluado polimorfismos de los
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genes que codifican para el TNFa, el TNE, la IL-1B, el antagonista del receptor de la
interleucina 1 (IL-1ra), la IL-2, y la IL-10®*"“2_ Como se comentard mas adelante, los
resultados de los trabajos realizados mayoritariamente en poblaciones norteamericanas y

de los paises del norte de Europa han mostrado resultados discordantes.

En este trabajo hemos adoptado la estrategia del estudio de los genes candidatos
mediante un estudio de asociacién poblacional caso-control, para evaluar la posible
contribucion de los genes que codifican para las citocinas del TNFo, TNFf, y del gen del
IL-1ra, a la susceptibilidad genética a la CU en nuestra poblacion. En concreto, hemos
estudiado dos polimorfismos de tipo bialélico de los genes del TNFo y TNFf, y un

polimorfismo VNTR (niimero variable de secuencias repetidas en tandem) del gen del IL-

1ra.

2.3.5. Antagonista del recepor de la interleucina 1

2.3.5.1. Familia de la interleucina 1

La IL-1 es una potente citocina proinflamatoria producida fundamentalmente por
los monocitos y los macréfagos, aunque también por otras células que incluyen los
’fibroblastos, las células musculares, y las células epiteliales**. Se distinguen dos formas
moleculares diferentes: la interleucina la (IL-1o), mayoritariamente asociada a la
membrana celular, y la interleucina 1 (IL-1B), forma predominantemente secretada. Son

citocinas pleiotropicas, es decir, ejercen multiples acciones al actuar sobre diferentes tipos

celulares, asi como redundantes, esto es, comparten los efectos que producen. De entre
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sus numerosas funciones, las més importantes son su potente efecto inflamatorio, tanto a
nivel local como sistémico, que ejercen mediante la estimulacién y activacion de
diferentes estirpes celulares (neutréfilos, monocitos, macréfagos, células endoteliales,
fibroblastos y otras células histicas), y su actividad inmunorreguladora consistente con la
activacion linfocitaria B y T.

En condiciones homeostiticas la IL-loo y B no se sintetizan, por lo que
l6gicamente no se detectan en los tejidos, ni en la circulacion sistémica. Es en el contexto
de multiples procesos patoldgicos, que estimulos muy diversos activan loé MOonocitos-
macrdofagos para secretar estas citocinas. La sintesis se inicia en forma de precursores,
que se denominan prolL-loe y prolL-1P, respectivamente. La prollL-loc es activa, y
permanece en el citosol o se fija a la membrana celular, pero no se secreta de forma
natural al medio extracelular. Las células necrosadas liberan prolL-1a que es procesada a
la forma madura por diferentes proteasas. Por su parte, la prolL-1f es inactiva, y si se
secreta parcialmente al medio extracelular. No obstante, la mayor parte de la molécula es
procesada por el enzima convertidor de la IL-1f (ICE), produciéndose la forma madura
biologicamente activa que se secreta extracelularmente. La IL-1a y la IL-1P ejercen sus
acciones mediante su unién a receptores especificos de membrana en la células diana. Se
han descrito dos tipos: el receptor de la IL-1 tipo I (IL-1RI) y el receptor de la IL-1 tipo
II (IL-1RII). Tanto la IL.-loc como la IL-1B son capaces de acoplarse a ambos, pero
Gnicamente la union al IL-1RI traduce una sefial en la célula diana.

La enorme capacidad proinflamatoria de la IL-la y la IL-1P estd sujeta a un

estrecho control de regulacién, del que se distinguen tres mecanismos fundamentales™.
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En primer lugar, las citocinas no se expresan de forma constitutiva en la gran mayoria de
las células del organismo. Su sintesis y posterior secrecion en los focos inflamatorios,
requiere de la activacién de los monocitos-macréfagos que inducen la transcripcion de los
genes de ambas citocinas. En segundo lugar, el procesamiento de los precursores a las
formas maduras y biolégicamente activas, estd regulado por diversos enzimas, y muy en
particular por la ICE. Finalmente, la union de las dos citocinas al receptor funcionante
IL-1RI, estd sujeta a tres mecanismos competitivos: 1) la unidn de las citocinas al 1L-
IRII, que no traduce sefial en la célula diana. 2) la secrecion del IL-1RII al medio
extracelular (sIL-1RII), que al unirse a las citocinas las inactiva. 3) la existencia de un
vantagonista de los receptores de membrana, el antagonista del receptor de la interleucina
1 (IL-1ra), que juega un papel determinante al bloquear los receptores sin inducir
respuesta celular. La figura 8 esquematiza la estructura y mecanismos de accion de la

familia de la IL-1.

- ve

IL-1ra

Proll-la — P ] I-la LRI
ProlL-1p —® [ mwap —> I1L1p > . >  ACTIVACION

/T A l——} " IL-IRI

ESTIMULO ' CELULA DIANA

Figura 8. Estructura y mecanismos de accion de la familia de la IL-1.

82



INTRODUCCION

El IL-1ra es el primer antagonista natural especifico de los receptores de cualquier
citocina u hormona conocidas que se ha descrito****, Es una proteina que se sintetiza por
las mismas células que producen IL-1, es decir fundamentalmente los monocitos y los
macrofagos. El IL-1ra fue inicialmente aislado por dos grupos independientes en el afio
19854 Posteriormente se descubrieron diversas isoformas de esta molécula, de tal
manera que actualmente se conocen cuatro formas estructurales. La IL-1ra secretora (sIL-
Ira) fue la primera descrita, ha sido la mas estudiada, y es a la que habitualmente se hace
referencia en la literatura cuando se utiliza de forma genérica el término IL-1ra. En el
afio 1990 se clondé por primera vez y se determiné su secuencia*”®. Se sintetiza en los
monocitos-macrdfagos en forma de un precursor de 177 amino acidos (aa), siendo la
forma madura secretada, una glicoproteina de 152 aa y peso molecular de 22-25 kD. Las
otras tres variantes estructurales se sintetizan principalmente en los fibroblastos,
keratinocitos, y otras células epiteliales, y son isoformas intracitoplasméticas (ilL-1ra),
cuyas funciones no estan bien definidas.

La principal funcion del IL-1ra, como ya se ha sefialado, consiste en el
antagonismo especifico de los receptores de la IL-1**, El IL-1ra compite con la IL-1ot y
IL-1B para unirse a los IL-1RI y IL-1RII. Su unién a los receptores no induce respuesta
celular, por lo que de esta forma se "suprime" la actividad bioldgica de la IL-1a y la IL-
1B. El IL-1ra es por lo tanto, una citocina anti-inflamatoria, que contrarresta de forma
natural los efectos de las dos interleucinas proinﬂamatoriasT A pesar de que su papel en la
fisiologia normal no se conoce con exactitud, estudios experimentales han demostrado la

importancia del IL-1ra endégeno como proteina natural antiinflamatoria en diversos
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modelos animales de enfermedad. Ademads, el patron de la expresion enddgena del IL-1ra
en diversas enfermedades autoinmunes e inflamatorias agudas y crénicas en los humanos,
sugiere también su papel como elemento importante en la defensa y homeostasis del
huésped. Asi, en numerosos procesos patoldgicos, la produccion incrementada de [L-1a y
B, se acompafia de forma paralela de un aumento de la secrecion del IL-1ra como parte de
una respuesta reguladora fisiolégica para limitar los efectos inflamatorios de los
agonistas. El balance entre la produccién de IL-1 y IL-1ra (ratio IL-1/IL-1ra) en los
tejidos inflamados, muy probablemente influencia la susceptibilidad, progresiéon y curso

clinico de las enfermedades inflamatorias***”

. En este sentido, es importante destacar,
que en estos procesos, la produccién IL-1ra es mucho mayor que la de IL-1, pero no lo
suficiente para neutralizar de forma efectiva los efectos de los agonistas, ya que se ha

constatado, tanto in vitro como in vivo, que para ello se precisan niveles en exceso de 100

o mas veces de [L-1ra que de 1L-1.

2.3.5.2, IL-1raenla EIl

La IL-1 y la IL-1ra juegan un importante papel en la patogenia de la EIl. El
estudio del patrén de expresion endégena de ambas citocinas en diferentes modelos de EII
experimental en animales y en la enfermedad en los humanos, ha contribuido de forma
decisiva al conocimiento del papel que desempefia cada una de ellas.

Los modelos experimentales han aportado numerosas evidencias que permiten
relacionar la produccién de IL-1 con la induccién y perpetuacion de las lesiones en el

tracto gastrointestinal, y que demuestran el importante papel modulador antiinflamatorio
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del IL-lra. Primero, la administracion intraperitoneal de IL-1 en ratas provoca la
aparicion de infiltrado inflamatorio intestinal, fibrosis, y granulomas*”®. Segundo, en
varios modelos experimentales de colitis, los niveles tisulares IL-1 se encuentran muy
incrementados, se correlacionan con la severidad del proceso inflamatorio, y disminuyen
al mejorar la colitis*”®. Tercero, el bloqueo de la IL-1 mediante la administracién de IL-
1ra recombinante exégeno previene la aparicion de las lesiones****?, Cuarto, el bloqueo
de la accidn del IL-1ra mediante la administracion de anticuerpos anti-IL-1ra aumenta la
mortalidad, y el infiltrado inflamatorio intestinal en los animales que sobreviven*™,
Quinto, la delecciéon del gen que codifica para el IL-l1ra determina una mayor
susceptibilidad de las ratas a la colitis inducida por dextrano sulfato, mientras que la
sobreexpresion del gen les confiere proteccion*,

Con respecto a la EII en los humanos, numerosos estudios in vitro e in vivo han
mostrado que la produccion/secrecion tanto de IL-1 como de IL-1ra, se encuentran muy
aumentadas en la mucosa intestinal inflamada de los pacientes*****. Sin embargo, y lo que
es mas importante, existe un desequilibrio relativo en la produccion de IL-1 y IL-1ra en
la mucosa intestinal afectada comparada con el tejido intestinal indemne, de tal forma que
el balance entre las dos citocinas (ratio IL-1/IL-1ra) estd aumentado en el tejido
lesionado*****, Ma4s atin, este desequilibrio parece ser especifico de la EII, ya que no se
objetiva en otros procesos inflamatorios intestinales. El desequilibrio IL-1/IL-1ra, que
puede estar bajo control genético de los genes que codifican para estas citocinas, puede
jugar un importante papel en la patogenia de la Ell, determinando la susceptibilidad,

progresion y perpetuacion de la inflamacion cronica intestinal.
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2.3.5.3. Gen del IL-1ra

El locus del gen del IL-1ra (IL1IRN) se localiza en el brazo largo del cromosoma
2, region ql4-q21***3, Los genes de la IL-1a (IL1A), la IL-18 (IL1B) y el IL-1ra, se
localizan todos ellos en un segmento de unos 430 kb en el cromosoma 2: el IL1A estd
situado entre +0 y +35 kb, el IL1B entre +70 y +100 kb, y el IL1RN entre +330 y
+430 kb. Por otra parte, los genes que codifican para los receptores, IL-1RI y IL-1RII,
también se localizan en el brazo largo del cromosoma 2, aunque estdn alejados de los tres
anteriormente mencionados.

La estructura génica del ILIRN se parece a la del IL1A y la del ILIB. Sin
embargo, mientras que el ILIRN tiene cuatro exones (regiones codificantes de los genes
que se transcriben) y tres intrones (regiones no codificantes que se encuentran distribuidas

entre los exones), los IL1A y IL1B contienen tres exones y dos intrones.

Antes de proseguir con la descripcién del gen del IL-1ra, es conveniente recordar
lo que es un polimorfismo genético. Se define como una variacion genética detectable en
al menos el 1% de los individuos de una poblaciéon. A esta variacion se le denomina
variante polimorfica. La mayorfa de estos cambios se producen en los intrones o
secuencias no codificantes que hay en los genes. Se distinguen tres tipos principales de
polimorfismos. El primero, conocido mediante el acronimo RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), detecta variaciones del DNA Vproducidos por cambios en
determinados lugares que se pueden poner de manifiesto mediante enzimas de restriccion

(enzimas que cortan secuencias especificas en DNA de 4-7 nucle6tidos). El segundo tipo
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de polimorfismo conocido como minisatélites o niimero variable de secuencias repetidas
en tandem (VNTR= Variable Numbers of Tandem Repeats) depende de reordenamientos
o repeticiones de secuencias d¢ oligonucledtidos en tandem, variables para cada
individuo, obteniéndose un alelo por cada vez que se encuentra repetida la secuencia o
grupos de esta secuencia. Finalmente, los microsatélites o STR (Short Tandem Repeats)
representan un tercer tipo de polimorfismo del DNA, que depende de la repeticion en

tandem de secuencias de solo 2 o 3 pares de bases.

Se han descrito varios polimorfismos del gen que codifica para el IL-1ra, el
ILIRN. El primero que se describié y el mas estudiado, es un polimorfismo VNTR
localizado en el intron 2, consistente con una repeticion en tandem de una secuencia de 86

b**. Mediante la amplificacion de esta region génica con la técnica de la reaccién en

p
cadena de la polimerasa (PCR) y posterior procesamiento electroforético, se distinguen 5
alelos, cada uno correspondiente a un nimero variable de repeticiones de la secuencia de
86 pb. El alelo 1 corresponde a 4 repeticiones de la secuencia, el alelo 2 corresponde a 2

repeticiones, el alelo 3 corresponde a 5 repeticiones, el alelo 4 corresponde a 3

repeticiones, y el alelo 5 corresponde a 6 repeticiones (figura 9).
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Figura 9. Gel correspondiente al andlisis del polimorfismo
VNTR en el intrém 2 del IL-1RN,

El significado funcional de este polimorfismo genético no ha sido esclarecido.
Para su estudio se han empleado diferentes metodologias, comunicindose resultados
contradictorios. Dannis y cols.*” han reportado que el alelo 2 se relaciona con un
incremento en la produccién de IL-1ra en monocitos humanos estimulados in vitro con
GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), mientras que Cominelli y
cols.* han encontrado que este alelo se asocia a una produccién disminuida de IL-1ra por
las células mononucleares sanguineas. Mediante el estudio de los niveles plasméticos de

IL-1ra, Hurme y cols.*” han sefialado que son mas altos en los sujetos portadores del
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alelo 2, mientras que Stokkers y cols.*®

no han encontrado ninguna relacion entre los
mismos y las diferentes variantes alélicas o genotipicas. Finalmente, Clay y cols.*” han
comunicado que los niveles de RNAm del IL-1ra en los keratinocitos no se relacionan con
los diferentes alelos del polimorfismo.

A pesar de que el significado funcional de este polimorfismo genético no ha sido
aclarado, la importancia del mismo viene determinada por los resultados de varios
estudios de asociacion poblacionales caso-control, que han revelado una asociacion entre
el alelo 2 y varias enfermedades inflamatorias crénicas y/o autoinmunes™. Este es el caso

del LES cutdneo, la enfermedad de Graves-Basedow, la nefropatia diabética, la alopecia

areata, el lichen escleroso, y tal como se discute en el siguiente capitulo, la CU.

2.3.5.4. Polimorfismo VNTR del gen del I1.-1ra y EIl

460

Mansfield y cols.*” reportaron por primera vez en el afio 1994, una asociacion entre el
alelo 2 del polimorfismo VNTR del IL-1RN y la CU. En su estudio, los investigadores
ingleses encontraron que los pacientes con CU tenian una frecuencia significativamente
incrementada del alelo 2 comparado con un grupo control (35% vs 24%). De esta forma,
los autores describian por primera vez una asociacién entre la CU y un marcador genético
distinto al los del MHC. Durante los ltimos afios, el papel del alelo 2 del polimorfismo
VNTR del IL-1RN como marcador de susceptibilidad genética a la CU ha sido evaluado
en diferentes poblaciones norteamericanas y europeas, obteniéndose resultados
contrapuestos. Asi, mientras que en dos estudios norteamericanos se evidencié una mayor

o162

frecuencia de portadores del alelo 2 enla C , varios trabajos europeos realizados en
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Alemania*®**, Inglaterra*®**® Holanda®”, Francia®’ y Espafia®®, no han confirmado
estos hallazgos. Las discrepancias entre estos estudios no han sido esclarecidas, pero
probablemente se deben a diferencias poblacionales, asi como a la heterogeneidad clinica
y génética propias de la EII*®,

El mecanismo por el que el alelo 2 del polimorfismo VNTR del IL1RN
contribuirfa a la susceptibilidad genética a la CU no se ha identificado*”. Por una parte,
es posible que sea Gnicamente un marcador asociado a algin otro gen de importancia
primaria ligado al ILIRN en el cromosoma 2. Por contra, si realmente el propio ILIRN
confiere una predisposicion a la CU, los estudios sobre su posible funcionalismo a los que
previamente se ha hecho referencia no explican el mecanismo por el cual alelo 2 estaria
involucrado en la patogenia de la enfermedad. No obstante, es importante destacar, que
dichos trabajos han evaluado el funcionalismo del polimorfismo a nivel sistémico.
Recientemente, Perrier y cols.*”® han reportado que en el sindrome de Sjogren, el alelo 2
se asocia a niveles de IL-1ra disminuidos en el plasma y aumentados en la saliva,
sugiriendo que este alelo puede tener efectos distintos en diferentes sistemas de la
economia. Una discrepancia similar entre la produccion local y sistémica del IL-1ra
podria existir en otras enfermedades asociadas al alelo 2. En este sentido, los dos dnicos
estudios que han evaluado lo que sucede a nivel intestinal en la EII, han mostrado que el
alelo 2 del polimorfismo del ILIRN se asocia a una concentracion disminuida del IL-1ra

en la mucosa colénica de los pacientes con CU***” | lo que explicaria el desequilibrio del
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balance IL-1/IL-1ra colonico detectado en la enfermedad, y que supuestamente estd

implicado en su patogenia.

2.3.6. Factor de necrosis tumoral

2.3.6.1. Estructura v funcién

El TNFa y el TNFP (también denominado linfotoxina o) son dos potentes
citocinas proinflamatorias producidas fundamentalmente por los monocitos, los
macréfagos y los linfocitos. Ambas citocinas pertenecen a una amplia familia de proteinas
y receptores estructuralmente relacionados, que estidn involucrados principalmente en la
regulacién de la inmunidad*’?.

En condiciones homeostaticas el TNFa y el TNFf no se detectan ni en los tejidos,
ni en la circulacion sistémica. Es en el contexto de multiples procesos patologicos, que
estimulos muy diversos activan la secrecion de estas citocinas. El TNFo estd producido
fundamentalmente por los monocitos y los macr6fagos, pero también por otras células
que incluyen los linfocitos T, fibroblastos y células epiteliales. Se sintetiza en forma de
un precursor de 26 kD, a partir de numerosos estimulos que incluyen los
lipopolisacéridos, activadores de proteinquinasas, otras citocinas, y radicales libres de
oxigeno, entre otros. La mayor parte del precursor es procesada por una metaloproteinasa
especifica a la forma madura, una proteina de 157 aa y peso molecular de 17 kD, que se
secreta al medio extracelular y circula en forma de un hqmotrimero de 51 kD. El resto

del precursor que no es procesado a la forma madura se fija a la membrana celular,

siendo biolégicamente activo mediante el contacto con otras células vecinas. Por su parte,
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el TNFB es una proteina de 171 aa y peso molecular de 25 kD, que comparte
aproximadamente un 30 % de su homologia en su composicién de aa con el TNFa, y se
sintetiza exclusivamente por los linfocitos y las células asesinas. A diferencia del TNFa,
el TNEP se secreta en su totalidad al medio extracelular.

El TNFo y el TNFP ejercen sus acciones mediante su unidén a receptores
especificos de membrana (TNFR) en la células diana. Se han descrito dos tipos: el
receptor tipo I de 55 kD, y el receptor tipo II de 75 kD. Ambas citocinas son capaces de
acoplarse a los dos receptores, induciendo asi una serie de respuestas efectoras en la
células diana. Por otra parte, los TNFR pueden liberarse y secretarse al medio
extracelular. Los TNFR solubles se pueden unir a las citocinas, neutralizdindolas o
amplificando su actividad, dependiendo de las concentraciones de los agonistas y del
sistema bioldgico estudiado.

El TNFa y el TNFP son citocinas que presentan una actividad biolégica similar®,
Tienen un amplio espectro de actividades funcionales, actuando sinérgicamente con otras
citocinas, particularmente la IL-1, con la que comparten numerosas propiedades. De entre
sus numerosas funciones, las més importantes son, por una parte, su potente actividad
inflamatoria, que ejercen mediante la estimulaciéon y activacion de diferentes estirpes
celulares (neutréfilos, monocitos, macréfagos, linfocitos, células endoteliales, fibroblastos

y otras cé€lulas histicas), y por otra, su actividad inmunorreguladora consistente con la

activacion linfocitaria B y T.
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2.3.6.2. TNF en la EIl

Numerosas evidencias clinicas, y sobre todo experimentales, han demostrado que
el TNF juega un importante papel en la patogenia de la EII*”. Cabe sefialar, que mientras
que el papel del TNFo en la EIl ha sido extensamente estudiado, existen muy pocos
trabajos que hayan evaluado el del TNFp.

Diversos modelos experimentales han permitido relacionar la produccion de TNFa
con la induccién y perpetuacion de las lesiones en el tracto gastrointestinal. Primero, la
infusién de TNFa en animales de experimentacién produce una severa lesion intestinal,
que estd mediada por diversos mecanismos, entre los que se han implicado la
participacién del factor de agregacion plaquetaria®™, la liberacién de radicales libres*”, la
estimulacién de la quimiotdxis leucocitaria®®, y la induccién de la sintetasa de 6xido
nitrico’”’. Segundo, en los modelos experimentales de colitis, los niveles tisulares
colénicos de TNFo estin elevados, y disminuyen con la curacién del proceso
inflamatorio*®. Tercero, en animales transgénicos en los que existe un patron de
secrecion de citocinas Thl, caracterizado por la produccién de TNFa, TNFEB, IL-2 e
interferén vy, se desencadena una colitis severa, que se puede prevenir o reducir, con la

administracion de anticuerpos anti-TNFo*”

. Cuarto, otros modelos experimentales de EII
espontaneos o inducidos quimicamente, también responden al tratamiento con anticuerpos
anti-TNFo**4%,

Con respecto a la EII en los humanos, los pacientes con EII activa tienen niveles
elevados de TNFa en las heces*™, y su produccién en la mucosa colénica se encuentra

484-489
d

muy incrementad , disminuyendo ambos en los enfermos que responden al
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tratamiento médico. Por otra parte, la utilizacion de anticuerpos anti-TNFa para el
tratamiento de la EII se ha mostrado muy efectiva, hasta el punto de que recientemente la

Food and Drug Administration ha aprobado su empleo para el tratamiento de la EC****,

2.3.6.3. Genes del TNFao, vy del TNFB

El locus del TNF se encuentra localizado en la region de clase III del MHC en el
brazo corto del cromosoma 6, en concreto en la region p23-q12*”. Se encuentra ubicado
aproximadamente a 250 kb centromérico del locus HLA-B, y a 850 kb telomérico de la
region HLA de clase II. Los genes que codifican para el TNFa (TNFA) y el TNFB
(TNFB) se sitian en tandem a lo largo de un tramo de unas 7 kb de longitud, separados
por 1,1 kb. Ambos genes tienen un tamafio similar, y contienen tres intrones y tres
exones.

El MHC es el sistema mas polimérfico que se conoce. Los genes de clase I y clase
I son con diferencia los mas polimérficos, presentando varias decenas de alelos. Aunque
en mucha menor cantidad, también se han descrito polimorfismos de los genes de la
region de clase III. Con respe‘cto al locus del TNF, se han identificado tanto del tipo

RFLP, como del tipo de los microsatélites*.

Wilson y cols.*® describieron un polimorfismo RFLP de tipo bialélico en la region
promotora del TNFA, en concreto en la posicion ~308, que aparece como consecuencia
de una mutacion puntual que consiste en la sustitucion de una Guanina por una

Adenosina. Este polimorfismo se pone de manifiesto mediante la amplificacion de esta

94



INTRODUCCION

region génica por medio de la PCR, digestion con el enzima de restriccion Ncol, y
posterior procesamiento electroforético. De esta manera, el estudio de este polimorfismo
da lugar a tres bandas de diferentes tamafios. Un fragmento de 107 pb correspondiente al
alelo TNF2 (lugar de restriccion ausente) y dos bandas de 87 pb y de 20 pb
correspondientes al alelo'TNF1 (lugar de restriccién presente). La figura 10 muestra un

gel correspondiente al andlisis de este polimorfismo.

Figura 10. Gel correspondiente al analisis del polimorfismo TNFa —-308.
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El significado funcional de este polimorfismo genético se ha estudiado mediante el
empleo de diferentes metodologias. Los resultados de los diferentes trabajos han
evidenciado que el alelo TNF2 se asocia con una secrecién incrementada de TNFo, con
respecto al alelo TNF1. Asi, Bouma y cols.*” comunicaron que el alelo TNF2 se
relaciona con un incremento en la produccion de TNFo en células mononucleares

humanas estimuladas in vifro, mientras que Louis y cols.*®

reportaron los mismos
resultados estudiando un modelo de cultivo de células sanguineas enteras. Apoyando estas
observaciones, otros autores han objetivado que el alelo TNF2 se relaciona con un
incremento en la transcripcién de TNFa, por diferentes estirpes celulares**>”; si bien este
hallazgo no se confirmé en un tercer estudio®’,

En definitiva, los resultados de estos trabajos, sugieren que el polimorfismo RFLP
en la posiciéon —308 del TNFA influencia la producciéon de TNFo, de tal forma que la
relacion del alelo TNF2 con una mayor secrecién de TNFo. podria explicar la aéociacic’m

de este alelo con varias enfermedades infecciosas, inflamatorias cronicas, y/o

autoinmunes descritas en la literatura.

Con respecto al TNFB, Badenhoop y cols.” describieron por primera vez un
polimorfismo obtenido al analizar el locus TNF utilizando el enzima de restricciéon Ncol
que inicialmente atribuyeron al TNFA, pero que dos afios mds tarde Messer y cols.””
descubrieron que era realmente debido a una mutacién en el primer intrén del TNFB,
posicion que se correlacibnaba con una variante en el aminoicido 26 de la proteina final.

Posteriormente, se demostré que ademds de esta mutacion en el primer intron, existe otra
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mutacion puntual en el segundo exén del TNFB, que consiste en la transversién de una
Adenina por una Citosina, lo que produce la sustitucién de Asparagina por Treonina en la
misma posicion 26 de la proteinasm.

Este polimorfismo también se pone de manifiesto mediante la amplificacion de
esta region génica por medio de la PCR, digestién con el enzima de restriccién Ncol, y
posterior procesamiento electroforético. De esta manera, se obtienen tres bandas de
diferentes tamafios. Un fragmento de 740 bp correspondiente al alelo TNFB1 (lugar de
restriccion ausente) y dos bandas de 555 pb y de 185 pb correspondientes al alelo TNFB2
(lugar de restriccion presente). La figura 11 muestra un gel correspondiente al andlisis de

este polimorfismo.

Figura 11. Gel correspondiente al andlisis del polimorfismo
RFLP en el primer intrén del gen del TNFB.
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El significado funcional de este polimorfismo genético se ha estudiado mucho

‘menos, y no ha sido esclarecido. Messer y cols.*”

comunicaron que el alelo TNFB2 se
asocia con una menor secrecion de TNFpB, mientras que Pociot y cols.*® encontraron que
este polimorfismo no influencia la produccién de TNFB, pero si se relaciona con la de

TNFa. Finalmente, Whichelow y cols.’®” han reportado recientemente, que el alelo

TNFB2 determina una mayor secreciéon de TNEp.

2.3.6.4. Polimorfismos de los genes del TNFo y TNFB. v Ell

Considerando los efectos biolégicos del TNFo y del TNEP, su implicacion
fisiopatogénica en varias enfermedades infecciosas, inflamatorias cronicas, y/o
autoinmunes, y la localizacién cromosémica de los TNFA y TNFB, la descripcién de
polimorfismos que codifican para estas citocinas ha permitido el estudio de su asociacidn
con estas enfermedades. De esta forma, varios trabajos han objetivado que el alelo TNF2
del polimorfismo RFLP en la posicion —308 del TNFA se asocia al LES, la diabetes
mellitus, la dermatitis herpetiforme, la enfermedad celiaca, la leishmaniasis mucocutédnea,
y la maiaria cerebral®®”,

Con respecto a la EII, la hipotética contribuciéon de los TNFA y TNFB a la
susceptibilidad genética de la CU y/o la EC se ha evaluado mediante el estudio de estos
dos polimorfismos, entre otros, fundamentalmente en poblaciones del norte de Europa.
Los resultados de los trabajos realizados hasta la fecha, no han mostrado por lo general
asociaciones relevantes. Asi, el estudio del polimorfismo RFLP en la posicion —308 del

TNFA, no ha mostrado asociaciones alélicas ni genotipicas con la CU, ni con la EC, en
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506

varios trabajos realizados en Holanda 460,466

, Inglaterra*®*® vy Francia®. Unicamente un

465

estudio inglés™ encontré una menor frecuencia del alelo TNF2 en la EC, y un trabajo

holandés™®

reportd una menor frecuencia de este mismo alelo en la CU. Por otra parte, se
ha sugerido que el estudio de este polimorfismo permitiria subclasificar a los pacientes
con EC, de tal forma que el alelo TNF2 se asociaria a las formas caracterizadas por la
afectacion del colon, patrén clinico fistulizante, y corticodependencia®. Con respecto al
508,510

polimorfismo del primer intrén del TNFB, diversos trabajos realizados en Holanda ,

Francia® y Jap6n®!, no han evidenciado asociaciones alélicas ni genotipicas significativas

con la EII.
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OBJETIVOS

Los objetivos planteados en los tres trabajos que configuran la presente Tesis

Doctoral son los siguientes:

ESTUDIO 1.
1.- Determinar la prevalencia de los ANCA en una serie de enfermos con EIl de la
provincia de Tarragona, y evaluar de esta forma su utilidad clinica como marcadores

serolOgicos para el diagndstico de la CU en nuestro medio.

2.- Evaluar la relacion entre la seropositividad de los ANCA vy las principales caracteristicas

demograficas y clinicas de la CU.

ESTUDIO 2.

1.- Valorar el papel de los ANCA como marcadores subclinicos de susceptibilidad genética
a la EII en nuestra poblacion, determinando su prevalencia en los familiares sanos de primer

grado de pacientes con EIL
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OBJETIVOS

ESTUDIO 3.

1.- Analizar si determinados polimorfismos de los genes del TNFa, TNFf, e IL-1ra

participan en la predisposicion genética a la CU en nuestro medio.

2.- Evaluar si los polimorfismos estudiados caracterizan subgrupos de pacientes con CU

definidos por el patrén clinico y el status ANCA.
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4.1. ESTUDIO 1

ANTICUERPOS ANTICITOPLASMA DE NEUTROFILO EN
LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA DEL INTESTINO.



ORIGINALES

Anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo
en la enfermedad inflamatoria del intestino

Michel Papo, Juan Carlos Quer, Rosa Maria Pastor?,
Graciano Garcia-Pardo®, Montserrat Olonac, Eduard Prats®,
Eduard Mirapeix®, Rosa Raodriguezt y Cristdbal Richartt

Seccion de Aparato Digestivo. Servicios de ?Bioquimica, ®Medicina Interna

y cMedicina Preventiva. Hospital Universitario de Tarragona Joan XX/,

Universitat Rovira i Virgili. ¢Servicio de Medicina Interna. Hospital Sant Joan. Reus.
eServicio de Nefrologia. Hospital Clinic i Provincial, Barcelona.

Funoamento: Determinar la prevalencia y utilidad diagnéstica de los anticuerpos anticitoplasma
de neutréfilo (ANCA) en una serie de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) de
la provincia de Tarragona.

colitis ulcerosa [CU] y 41 con enfermedad de Crohn [EC)) y de 40 controles sanos fueron
evaluados mediante inmunofluorescencia indirecta (IF1).

ResuLTADOS: Se detectaron ANCA en el 65% de los pacientes con CU, en el 12% de pacientes
con EC (p < 0,01) y en el 2,5% de los controles (p < 0,01). La sensibilidad de los ANCA para
el diagnéstico de 1a CU en pacientes con Ell fue del 65%, con una especificidad del 88%, y
un valor predictivo positivo del 91%. En los pacientes con CU no se encontré asociacién
significativa entre la presencia o el titulo de los ANCA y el tiempo de evolucidn, el curso
clinico, la extension, la actividad de la enfermedad o el tratamiento farmacolégico recibido.
Conctusiones: De forma similar a lo referido en otras poblaciones, 1a presencia de ANCA se

de utilidad para el diagnéstico diferencial entre las dos enfermedades.

Antineutrophil cytoplasmic autoantibodies in inflammatory bowel disease

Backarouno: The aim of the present study was to determine the prevalence and diagnostic

with inflammatory bowel disease from the province of Tarragona.

PATIENTS AND'METHODS: One hundred and fifty-six sera obtained from 116 patients with’

inflammatory bowe! disease (75 ulcerative colitis and 41 Crohn’s disease) and 40 healthy

controls were tested using an indirect immunofluorescence assay.

ResuLts: ANCA were detected in 65% of patients with ulcerative colitis but in only 12% of

patients with Crohn’s disease (p < 0.01), and 2.5% of control subjects (p < 0.01). The overall

sensitivity of the test for the diagnosis of ulcerative colitis was 65% with a specificity of 88%

and a positive predictive value of 91%. Among patients with ulcerative colitis there was no

relationship between the presence or titre of ANCA and the duration, the clinical course,

the extent, the disease activity or the nedd for medical treatment.

ConctLusions: In the population studied, ANCA occur more commonly in ulcerative colitis than

in Crohn's disease, as reported in other populations. Their determination in patients with

Lr!ﬂammatory bowel disease may be useful to differentiate ulcerative colitis from Crohn's
isease,

Med Clin (Barc) 1998; 110: 11-15

Correspondencia: Dr. M. Papo.
Seccion de Aparato Digestivo. Hospital Joan XXIII.
Mallafré Guasch, 4. 43007 Tarragona.

Manuscrito aceptado el 6-5-1997

17

PACIENTES ¥ METODOS: Clento cincuenta y seis sueros obtenidos de 116 pacientes con Ell (75 con

asocié a fa CU y en mucha menor proporcin a la EC. Su determinacién mediante IF| puede ser

usefulness of antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) in a Spanish population of patients

Los anticuerpos anticitoplasma de neu-
tréfilo (ANCA) dirigidos contra compo-
nentes de los granulos primarios de los
neutréfilos fueron inicialmente descritos
en la granulomatosis de Wegener (GW) y
otros sindromes vasculiticos!3, En estas
enfermedades su relevancia clinica ha
quedado bien establecida. Asi, por una
parte se ha demostrado que desempe-
fian un papel patogénico directo en el
desarrollo de las mismas, y por otra se
han revelado como importantes marca-
dores serolégicos tanto para su diagndsti-
co como para su control evolutivo®s, Me-
diante la inmunofluorescencia indirecta
(IF1) con neutréfilos fijados en etano! se
distinguen dos patrones fundamentales
de inmunotincién: el patrén citoplasmati-
co (ANCA-c), que presenta una tincién
granular del citoplasma, y el patrén peri-
nuclear (ANCA-p), caracterizado por la
tincion periférica del nicleo. La mayor
parte de los ANCA-c corresponden a an-
ticuerpos dirigidos contra la proteinasa 3
y se detectan principalmente en pacien-
tes afectados de GW, mientras que los
ANCA-p van dirigidos mayoritariamente
contra la mieloperoxidasa y se asocian a
formas idiopaticas de glomerulonefritis
necrosantes rapidamente progresivas y
otras vasculitis sistémicas?.

Desde que en el afio 1990 Saxon et al°
refirieran la presencia de ANCA en pa-
cientes con enfermedad inflamatoria in-
testinal (Ell), estudios posteriores han
confirmado plenamente dicha asocia-
cion’30, Su prevalencia en los pacientes
con colitis ulcerosa (CU) oscila entre un
23-88%, mientras que en la enfermedad
de Crohn (EC) estos anticuerpos se de-
tectan en la mayoria de series con mu-
cha menos frecuencia (0-25%), y gene-
ralmente a titulos bajos. E! principal
patrén de IFl asociado a la Ell es el
ANCA-p, si bien se ha descrito, asi mis-
mo, el patrén ANCA-c. Aunque se ha de-
tectado la presencia de anticuerpos diri-
gidos contra distintos componentes de
los neutrofilos como la elastasa, catepsi-
na G, lactoferrina, lisozima, betaglucuro-
nidasa y proteina BPI (bactericidal/per-
meability-increasing protein) en algunos
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pacientes, ninguno de ellos se ha presen-
tado como exclusivamente responsable
de la especificidad antigénica de los
ANCA en la EIf3132,

A pesar de que el significado clinico de
los ANCA en la Ell es desconocido, su
alta especificidad para la CU en relacion
a otras patologias del colon les confiere
un valor potencial como marcador serold-
gico atil para el diagnéstico de la enfer-
medad®. Sin embargo, las perceptibles
diferencias de prevalencia reportadas en
las series publicadas, y que se atribuyen
en parte a diferencias entre las distintas
poblaciones estudiadas®, obligan a dis-
poner de una prevalencia local de estos
anticuerpos.

El objetivo del presente estudio ha sido
determinar la prevalencia de los ANCA
en una serie de enfermos con Ell de la
provincia de Tarragona, y evaluar de esta
forma su utilidad clinica como marcador
serolégico para el diagndstico de la CU.
Asi mismo, hemos investigado si su pre-
sencia se relaciona con las principales
caracteristicas demogréficas y clinicas de
la enfermedad.

Pacientes y métodos
Pacientes

En el pericdo comprendido entre febrero de 1995 y
junio de 1996 se estudiaron 116 pacientes consecu-
tivos afectados de Efl controlados por 1a seccion de
gastroenterologia y el servicio de medicina interna de
los dos hospitales participantes (Hospital Universita-
rio Joan XXill de Tarragona y Hospital Sant Joan de
Reus). Ei diagnéstico de la enfermedad se establecié
mediante los criterios clinicopatoldgicos convenciona-
fes de acuerdo con fos descritos por Lennard-Jones
et al*, La localizacion y 1a extensidn de fa enferme-
dad se valoraron mediante endoscopia, estudios ra-
dioldgicos y estudios isotdpicos. La actividad de la
enfermedad en el momento del estudio se establecié
segun el indice de Truelove-Witts™ para la CU, y se-
gun el indice de Harvey-Bradshaw®” para la EC.

Setenta y cinco pacientes estaban afectados de una .

CU (31 varones y 44 mujeres: edad media, 40; limi-
tes, 18-76). Nueve pacientes presentaban una recti-
tis, 20 una rectosigmoiditis, 17 una colitis izquierda,
7 una colitis extensa y 16 una pancolitis. Los otros 6
pacientes estudiados habian sido colectomizados
previamente (tres con ileostomia de Brocke y tres
con reservorio ileoanal). En el momento del estudio.
28 pacientes presentaban un brote de actividad de la
enfermedad (20 leve, seis moderado y dos grave) y
41 se encontraban en remisién. Dieciséis recibian
tratamiento con glucocorticoides y cuatro con azatio-
prina. Catorce pacientes praesentaban mas de dos
brotes anuales, mientras que los 55 restantes tenian
menos de dos brotes por afo.

E! grupo de pacientes con EC incluyd a 41 sujetos
(12 varones y 29 mujeres; edad media, 31 afos; limi-

TABLA 1

tes. 16-80). La enfermedad estaba confinada al in-
testina delgado en 12 pacientes, otros 10 tenian
afectacion ileocoldnica y 15 afectacion exclusiva del
calon. Asi mismo, fueron incluidos 4 pacientes con
afectacion ileal intervenidos quirdrgicamente (resec-
cidn del segmento ileal afectado y ciego con anasto-
mosis ileccoldnica). En e momento del estudio, 13
pacientes se encontraban en actividad de la enfer-
medad y 24 en remisién. Diez recibian tratamiento
con corticoides y cuatro con azatioprina.

-Por ultimo, se analizaron las muestras seroldgicas de

40 sujetos sanos donantes de sangre como grupo
contral (25 varones y 15 mujeres; edad media, 35; Ii-
mites, 25-66).

Inmunofiuorescencia indirecta (IF1)

Para la determinacion de los ANCA, se utilizd 1a téc-
nica de IFI sobre neutréfilos humanos fijados en eta-
nol absoluto segin 1a metodologia de Witk propues-
ta durante el First International ANCA Workshop
(Copenhague, Dinamarca, 1988). Los sueros se dilu-
yeron 1/20 con tampén fosfato salino {PBS), y aproxi-
madamente 35 p! de suero dituido se colocaron so-
bre pocillos de portas que contenian neutrdfilos
fijados en etanol absoluto (INOVA Diagnostics, San
Diego. EE.UUL). Las incubaciones se practicaron en
camaras humidificadas a temperatura ambiente du-
rante 30 min. Posteriormente, se lavaron con PBS y
se incubaron con anti-IgG humana fiuoresceinada
(INOVA Diagnostics) otros 30 min. Finalmente, las
preparaciones fueron lavadas nuevamente con PBS,
cubiertas con glicerina tamponada y examinadas con
el microscopio de fluorescencia a 40 aumentos de
forma ciega siempre por el mismo investigador
(RMP). Se consideraron resultados positivos los pa-
trones de IFI ANCA-p y ANCA-c. Los sueros positivos
se titularon mediante diluciones dobles seriadas has-
ta 1:1.280. Finalmente, los sueros que presentaron
un patrén nuclear o de forma dudosa ANCA-p fueron
evaluados para la presencia de anticuerpos antinu-
cleares (ANA) utilizando portas comerciales con célu-
las HEp2 como sustrato (INOVA Diagnostics).

Andlisis estadistico

Utilidad de los ANCA para el diagndstico de la CU en
pacientes con Ell. El estudio comparativo sobre la
prevalencia de los ANCA en los distintos grupos de
estudio se realizd mediante el test de la 2 Para eva-
luar la utilidad de los ANCA para el diagndstico de la
CU se calcularon la sensibilidad {praporcion de pa-
cientes con CU que tienen ANCA positivo), la especi-
ficidad (proporcién de pacientes con EC que tienen
ANCA negativo), e! valor predictivo positivo {propor-
cion de pacientes con ANCA positivo que tienen CU)
y el valor predictivo negativo (proporcion de pacien-
tes con ANCA negativa que tienen EC). Para cada va-
lor se calculd el intervalo de confianza det 95% (IC
del 95%).

Relacion entre los ANCA y las caracteristicas clinicas
en los pacientes con CU. De acuerdo a los datos des-
critos en la bibliografia®, se estimo que para encon-
trar diferencias en la actividad clinica entre pacientes
ANCA positivo y pacientes ANCA negativo, con un
error alfa del 5% y un error beta del 20%, eran nece-
sarios 76 pacientes. Se efectud un andlisis bivariable
para estudiar la asociacion de la presencia de ANCA
con las caracteristicas demograficas y clinicas en la
CU. y se utilizd la prueba no paramétrica de la U de
Mann-Whitney para variables cuantitativas y (a prue-
ba de la-%? para variables cualitativas. Para variables

Prevalencia de los ANCA en los pacientes con colitis ulcerosa (CU),
enfermedad de Crohn (EC) y controles sanos

. Patrén IFI
Diagnéstico Nimero de pacientes ANCA, n (%)
ANCA-p, n (%) ANCA-¢, n {%)
o8} 75 49 (65)° 40 (82) 9(18)
EC 41 5(12) 2 (40) 3(60)
Controles sanos 40 1(2.5) 1

°p < Q.01 frente a otros grupos. ANCA: anucugrpoes anticitoplasma de neutréfilo. IFL inmunoHuorescencia indirecta; ANCA-p:

patrdn permuclear: ANCA-C: patron citoplasmatic.
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de mas de 2 categorias se aplicé también la prueba
de la 2 para la tendencia lineal. Por Ultimo, para
evaluar la asociacién entre los parametros clinicos de
la enfermedad y ef titulo de ANCA se utilizé 1a prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Resultados

Prevalencia de anticuerpos
anticitoplasma de neutrdfilo
en la enfermedad inflarmatoria /ntest/nal

Se detectaron ANCA en 49 de 75 pacien-
tes (65%) con CU, 5 de 41 pacientes
(12%) con EC y Gnicamente en un sujeto
del grupo control (2,5%) (p < 0,01 para
la CU en relacién a la EC y el grupo con-
trol). El patrén de IFI que se observd de
forma predominante fue el ANCA-p (42
de 54, 78%), mientras que en 12 pacien-
tes se detecté un patrén ANCA-c (9 pa-
cientes con CU y tres con EC). Los resul-
tados se resumen en la tabla 1.

Los titulos de ANCA en los pacientes con
CU oscilaron entre 1:20 y 1:640 (media-
na, 1:40). En los pacientes con EC los ti-
tulos oscilaron entre 1:20 y 1:40 (media-
na, 1:20) (fig. 1).

Anticuerpos antinucleares (ANA)

Tres pacientes con CU y un paciente con
EC presentaron un patron nuclear o de
forma dudosa ANCA-p mediante la iFl
sobre neutrdfilos fijados en etanol. Todos
ellos fueron positives para ANA cuando
fueron evaluados sobre células HEp2.

Sensibilidad, especificidad y valor
predictivo positivo de la determinacion
de anticuerpos anticitoplasma de
neutrdfilo mediante inmunofiuorescencia
indirecta para la colitis ulcerosa

La sensibilidad y la especificidad de los
ANCA para la CU fueron de un 65% (IC
del 95% = 53,5-76) y de un 88% (IC de!
95% = 74-96), respectivamente. El valor
predictivo positivo fue del 91% (IC del
95% = 80-97), y el valor predictivo nega-
tivo.del 58% (IC del 95% = 44,8-70,5).

Relacion entre los anticuerpos
anticitoplasma de neutrdfilo

y las principales caracteristicas
demogrdficas y clinicas en los pacientes
con colitis ulcerosa

La correlacion entre la presencia de los
ANCA vy las caracteristicas demogréficas
y clinicas en los pacientes con CU se in-
dica en la tabla 2. No existié relacién en-
tre la positividad de los ANCA y el sexo,
la edad, el tiempo de evolucion, el nime-
ro de brotes anuales, la extension, la acti-
vidad clinica ni el tratamiento farmacolé-
gico recibido. Tampoco encontramos
relacién entre el titulo de los anticuerpos
o patron de fluorescencia y los parame-
tros estudiados. Tres de los 6 pacientes
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Titulos ANCA
1/640 — LR
1320 HH
1/160 — BEEER
1/80 — BEEEE
1/40 — T .
HERAMEAR
1720 —. I.I-I.I.I.I EEn
Fig. 1. Titulos de anticuer-
pos anticitoplasma de neu-
0 tréfilo (ANCA) de los pa-
cu cientes con colitis ulcerosa
EC (CU) y enfermedad de
Crohn (EC).

colectomizados fueron positivos para
ANCA (dos portadores de reservorio ileo-
anal y uno con ileostomia de Brooke).

Discusién

La etiologia de la Ell es desconocida. La
teoria etiopatogénica mas extensamente
aceptada es que la enfermedad se desa-
rrolla en sujetos genéticamente predis-
puestos, como consecuencia de la in-
teraccion entre factores ambientales e
inmunoldgicos®, Entre las numerosas al-
teraciones inmunolégicas descritas en la
Ell, es bien conocida la presencia de di-
versos autoanticuerpos en los pacientes
afectados. En la CU, se detectan anti-

TABLA 2

cuerpos dirigidos contra las células epite-
liales del colon, anticuerpos antilinfocito-
toxicos y anticuerpos contra las células
endoteliales vasculares®. Ei significado
de estos anticuerpos en la Ell es incierto,
pero su relevancia clinica parece limitada
debido a que no son especificos de la en-
fermedad, y ademés se detectan con una
frecuencia generalmente baja.

Durante los dltimos afios, ha quedado
bien establecida la asociacién entre los
ANCA y la Ell, en concreto la CU’%, Al
igual que los otros anticuerpos asociados
a la CU, Iz evidencia actual indica que
los ANCA tampoco participan en la pato-
genia de la enfermedad. Por el contrario,
su elevada especificidad para la CU, la

Relacién entre la presencia de ANCA y las principales caracteristicas demograficas
y clinicas en los pacientes con colitis ulcerosa (CU)

. ANCA positivo ANCA negativo

Nimero de pacientes 49 26
Edad media (afios) 4] (DE = 16) 37(DE=14)
Sexo V/IM 19/30 12/14
Tiempo de evolucién (meses) 70 (DE = 63) 74 (DE = 90)
Extensién

Proctitis (%) 6(12) 3(11,5)

Proctosigmoiditis (%) 12 (25) 8(31)

Colitis izquierda (%) 15(30,5) 2(8)

Calitis extensa (%) 1(2) 6(23)

Pancalitis (%) 12(24,5) 4(15)

Colectomia (%) 3(6) 3(1L,5)
Actividad clinica

Actividad (%) 20(43) 8(35)

Remision (%) 26(57) 15(65)
Ntmero de brotes anuales

Menos de dos brotes/afic (%) 37(80) 18 (78)

Mas de dos brotes/afio (%) 9 (20) 5(22)
Tratamiento médico

Glucocorticoides 10 6

Azatioprina 2 2

ANCA: anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilo; DE: desviacion estandar,
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ausencia de relacién con la extension y la
actividad de la enfermedad, asi como su
persistencia en pacientes colectomiza-
dos, sugieren que los ANCA representan
importantes marcadores seroldgicos de la
enfermedad, y no simplemente un epife-
némeno secundario a la inflamacién co-
l6nica®, En consecuencia, en los Gltimos
afios se ha considerado que su determi-
nacién puede contribuir al diagnéstico de
la CU, ademés de posibilitar el diagndsti-
co diferencial con otras colitides, en par-
ticular con la EC®, Para ello, teniendo en
cuenta las notables diferencias de preva-
lencia entre las series publicadas, es pre-
ciso conocer la misma entre la poblacion
de pacientes con Ell del drea geografica
de estudio. Los resultados de nuestro tra-
bajo han demostrado la presencia de
ANCA en 49 de 75 pacientes con CU
(65%), pero Gnicamente en 5 de 41 pa-
cientes con EC (12%). De esta forma, la
determinacion de fos ANCA presentd una
alta sensibilidad y especifidad diagnésti-
cas para la CU (65 y 88%, respectiva-
mente). Nuestros resultados coinciden
con los de la mayoria de trabajos publica-
dos&111420:2229 Por el contrario, algunos
autores sefalan que, si bien los ANCA
pueden ser de utitidad para diferenciar la
CU de ciertas colitides, su valor discrimi-
natorio frente a la EC es limitado debido a
la baja prevalencia que encuentran en la
CU o una mayor frecuencia a la reporta-
da previamente en la EC17.2427,

Las causas de tan notables discrepancias
sobre la prevalencia de los ANCA en la
£l no han sido del todo esclaretidas. Se
han propuesto dos explicaciones posibles
y no excluyentes. En primer lugar, la utili-
zacién de distintas técnicas para su de-
teccion puede ser parcialmente respon-
sable®. las técnicas més empleadas y
de mayor difusién en la actualidad son el
andlisis del inmunoabsorbente unido a
enzima (ELISA) y la IFl. En la mayoria de
los estudios, la primera ha evidenciado’
una mds alta sensibilidad pero menor es-
pecificidad que la IFIS719 la menor
especificidad del ELISA viene probable-
mente determinada por la inmunorreacti-
vidad no especifica que se obtiene al uti-
lizar neutréfilos «enteros» como antigeno:
el test puede detectar ANCA distintos a
los responsables de éstos en la CU. Por
otra parte, los resultados de la IFl son
mdas reproducibles y se correlacionan
bien cuando se comparan los mismos
suercs evaluados en laboratorios inde-
pendientes, como demuestra el grupo de
QOudkerk Pool et al'*1® y el nuestro
propio*. La IFi, no obstante, cuenta con
el inconveniente de la subjetividad de su
interpretacién, sobre todo cuando los
sueros contienen otros anticuerpos como
fos ANA, que pueden presentar patrones
de tincién précticamente indistinguibles
del patrén ANCA-p. En nuestro estudio,
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TABLA 3
Prevalencia de los ANCA en la CU en diferentes series en Espaiia
Patrén ANCA
Nuamero de Método de Prevalencia de
Autor pacientes - deteccion ANCA (%) ANCA-p ANCA-c
(%) (%)

Mudioz et al® 46 1K 60.8 82 18
Tural®t 52 IFI 73 84.2 15,7
Oudkerk Pool et al*2 79 IFI 71
Esteve et al® 54 IF1 555" 86.5 35
Garcia Herola et al? 75 IF1 4]

*El 10% patran ANCA mixto. ANCA: anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilo: CU: colitis ulcerosa: ANCA-p: patrén perinuclear;

ANCA-c: patron citoplasmatico: IFl: inmunofiuorescencia indirecta.

los cuatro sueros que presentaron un pa-
tron nuclear o de forma dudosa ANCA-p
fueron positivos para ANA al examinarlos
en portas con células HEp2. Ciertamente,
la identificacion del antigeno (o de los an-
tigenos, en caso de que sean varios) res-
ponsable de los ANCA en la CU permitira
el desarrollo de técnicas mas especificas
para soslayar estos problemas metodolé-
gicos. En segundo fugar, y como previa-
mente se ha sefialado, la divergencia de
resultados puede atribuirse a diferencias
reales de prevalencia entre las distintas
poblaciones estudiadas. En efecto, la fre-
cuencia de ANCA reportada en la CU
varia ampliamente en distintas areas geo-
gréficas, siendo del 72-85% en Norte-
américa®’3, del 58-83% en Alema-
niad1342 del 45-79% en Holanda#® y
del 41-76% en Inglaterra®i®3525 |3 pre-
valencia reportada en nuestro pais oscila
entre un 41 y un 73%18.2021.28.29 (tabla 3),
Estas cifras, exceptuando e! estudio de
Garcia Herola et al®, son discretamente
superiores a las descritas en los otros
paises europeos del drea mediterranea:
el 39,8-48% en ltalia®??, el 46-52% en
Francial*-1618 y gl 30% en Grecia'?, Estu-
dios en los que se han analizado simulta-
neamente sueros de distintas poblacio-
nes en laboratorios independientes han
confirmado diferencias regionales signifi-
cativas, y han demostrado asi que las
discrepancias no se deben Gnicamente a
diferencias metodologicas!83,

En nuestro estudio, al igual que en la ma-
yoria de trabajos publicados, no encon-
tramos relacion entre la presencia de los
ANCA y el tiempo de evolucién, el curso
clinico, la extension, la actividad de la en-
fermedad o el tratamiento farmacoldgico
recibido. Tampoco existié relacién entre
el titulo o patrén de fluorescencia y los
parametros clinicos valorados. Sin em-
bargo, la ausencia de relacion entre los
ANCA vy las caracteristicas clinicas de la
CU ha sido cuestionada por algunos au-
tores. Asi, Tural®! y Rump et al** encuen-
tran una correlacién entre su positividad
y la actividad de la enfermedad. Rump et
al*2 describen, ademads, su negativizacion
en pacientes gue entran en remision tras
tratamiento esteroidal o tras la colecto-
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mia. De forma similar, otros autores ha-
lian relacion entre el titulo de los ANCA y
la actividad clinica de fa CU210.1742 Por
otra parte, se ha sugerido que el estado
de los ANCA se relacionaria con la evolu-
cién de la enfermedad, de tal forma que
su presencia se asociaria a un curso cli-
nico méas agresivo. Asi, mientras que
Vecchi et al?2 encuentran una mayor pre-
valencia entre los pacientes que presen-
tan mas exacerbaciones anuales, Lind-
gren et al™ destacan una muy baja
prevalencia {9%) en un grupo de enfer-
mos caracterizados por una remision cli-
nica prolongada. Finalmente, Sandborn
et al*s han reportado recientemente una
frecuencia incrementada en pacientes
con colitis izquierda resistentes al trata-
miento médico, sugiriendo una posible
asociacion entre los ANCA y una resis-
tencia relativa al tratarniento farmacoldgi-
co en la CU. No obstante, como previa-
mente ya se ha hecho referencia, cabe
destacar que la tendencia més constante

observada en la bibliografia es la ausen- -

cia de relacién entre la presencia de
ANCA vy las caracteristicas clinicas de la
enfermedadSJ.Q.l1-15.20.24,27.29.
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