ARTICULO ORIGINAL

ANIIVCULY, I =

ISSN 0025-7680

MEDICINA (Buenos Aires) 1997; 51: 36-40

ANTICUERPOS ANTI CITOPLASMA DEL NEUTROFILO (ANCA) EN ANCIANOS

FEDERICO MOSCARDI, JOSE L. IANIRO, MIGUEL J. MAXIT

Resumen El envejecimiento implica frecuentemente en humanos y animales disregulacion

de la respuesta inmune. En lo que hace a la inmunidad humoral se puede
observar que ancianos «sanos» tienen autoanticuerpos contra una variedad de antigenos
autdlogos: nucleares, tiroideos, microsomales, factor reumatoideo y otros. Un nuevo
autoanticuerpo, ANCA (antineutrophil cytoplasmic antibodies), descripto en 1982 es un
marcador serologico de ciertas vasculitis necrotizantes y enfermedades inflamatorias in-
testinales. El objeto de este trabajo es determinar la eventual aparicion de ANCA en sus
dos formas: C-ANCA (patrén de fluorescencia citoplasmatica) y P-ANCA (patron de fluo-
rescencia perinuclear) en la poblacion de 70 o mas anos concurrente a este hospital sin
sugerencia clinica de vasculitis o enfermedad que haya sido asociada. También se de-
terminé la frecuencia de a. antinucleares en ausencia de patologia en la misma pobla-
cion. En 447ancianos se encontro una frecuencia total de ANCA de 1,8%, pero en au-
sencia de patologia las frecuencias de C-ANCA fueron 0% y de P-ANCA 0,2% mientras
que la frecuencia de a. antinucleares sin patologia (2,9%) estuvo dentro de los valores
descriptos en la literatura. Categorizando el grupo de ancianos por patologia se observo
una sugerencia de asociacion entre C-ANCA y cancer. Se concluye que pese a la
disregulacion inmunoldgica que se asocia a la vejez y a diferencia de otros autoanticuerpos,

ANCA no aparece en ausencia de patologia, posiblemente por ser causa de la misma.
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El envejecimiento se asocia en humanos y
animales a trastornos de la respuesta inmune’*
7. En lo que hace a la inmunidad humoral se pue-
de observar que ancianos normales tienen
autoanticuerpos contra una variedad de compo-
nentes celulares* . Los anticuerpos antinucleares
han sido descriptos en 2,5% al 19% de ancianos
sin evidencia clinica de la patologia que se aso-
cia a ellos* . Un nuevo autoanticuerpo, ANCA
(«antineutrophil cytoplasm antibodies»), descripto
en 1982, es un marcador serologico de ciertas
vasculitis necrotizantes' ' y de enfermedades
inflamatorias intestinales'#'. El objeto de este
trabajo es determinar la eventual aparicién de
ANCA en sus dos formas: C-ANCA (patrén de
fluorescencia citoplasmatico) y P-ANCA (patrén
de fluorescencia perinuclear) sin sugerencia cli-
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nica de vasculitis, u otra enfermedad que haya
sido asociada, en la poblacion mayor de 70 anos
concurrente a este hospital.

Material y métodos

La tecnica empleada para investigar ANCA (Inmuno-
fluorescencia sobre neutréfilos humanos fijados con
etanol) también detecta anticuerpos antinucleares. Se
registrd la presencia de a. antinucleares en la misma po-
blacién, segun la técnica para ANCA. Los pacientes po-
sitivos para ANCA o AAN fueron clasificados segun ma-
nifestaran o no patologia que se asocia a vasculitis 0
colagenopatia, determinandose las frecuencias correspon-
dientes. La frecuencia de AAN obtenida en ancianos sin
patologia asociada se comparé con la referida en la bi-
bliografia para ancianos «sanos».

Sujetos del estudio
Se obtuvo suero de 447 personas concurrentes al la-

boratorio de este hospital, 269 mujeres y 178 hombres,
de 70 a 99 afos (promedio 77,9, D.S. 5.20) que se divi-
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Fig. 1.— Protocolo serologico para discriminar ANCA de AAN

dieron segun grupos etarios (70 a 74, 75a 79,80 a 84y
> de 85). El unico criterio de seleccion fue tener 70 o mas
anos y disponer de los datos de Hb, recuento leucocitario
y ERS simultaneos con la extraccion. El resto de los da-
tos necesarios para definirlos como presentando o no
patologia asociada al autoanticuerpo se obtuvo de las
respectivas Historias Clinicas. Los sueros se congelaron
a -20 °C hasta el momento de su uso (desde inmediato
hasta 60 dias).

Deteccion de ANCA Etanol

Se uso el método de van der Woude®, obteniendo los
neutrofilos a partir de personas sanas grupo 0 por dilu-
cion con Dextran 70 (Roux Ocefa) o por centrifugacion
diferencial con Ficoll Hypaque 1.077 y 1.119 (Sigma). Los
sueros se ensayaron en dilucion 1/20 y, los positivos, se
titularon. Se empled la antiglobulina humana fluorescei-
nada (Kallestad N? 110) diluida 1/100. Las improntas pro-
pias mostraron una sensibilidad igual o superior a las
comerciales.

Deteccion de ANCA Formol/Acetona

El fijado con Formol/Acetona sobre células de
leucemia mieloide crénica al destruir los antigenos reco-
nocidos por los anticuerpos antinucleares, impide
selectivamente este patrén, pero no afecta la capacidad
del sustrato de detectar ANCA, aungue sin discriminar
entre C y P ANCA, por ser este Ultimo un artefacto origi-
nado por la fijacion con etanocl®. El fijado con formol/
acetona también puede hacerse con neutréfilos,” con re-
sultados semejantes, aunque en nuestra experiencia con
moderada disminucién del titulo.

La unica diferencia metodoldgica con ANCA etanol
es el fijado con 9,25% de formol y 45% de acetona en
PBS pH 7,2, 45 segundos a - 20°C’.

Deteccion de anticuerpos antinucleares

Los sueros con patron p-ANCA se investigaron para
ac. antinucleares diluidos 1/20 sobre cortes de rinén, es-
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tomago e higado de rata y ocasionalmente sobre célu-
las Hep 2. Los a. antinucleares son detectados con igual
sensibilidad por los neutréfilos humanos fijados que por
los cortes murinos. ANCA se descubrio investigando a.
antinucleares sobre neutrofilos.

Se definié como ANCA +, sin evidencia clinica de
vasculitis, a aquellos pacientes ANCA +, que no manifes-
taran: a) Fiebre prolongada, b) Artralgias o artritis, c)
Polineuritis, d) Nefritis o dano renal, e) Rash cutaneo, pur-
pura o ulceras, f) Infiltrados pulmonares, y e) Dano del
SNC.

Se definio como AAN+, sin evidencia clinica de
colagenopatia, a aquellos pacientes AAN +, sin: a) Sint.
articulares, b) sint. renales c) enf. cutanea, d) enf. de
serosas, e) enf. hematoldgica, f) enf. pulmonar, e) enf.
neuroldgica, f) ERS elevada, y g) gamma globulina ele-
vada.

Protocolo de estudio de los sueros

La positividad de la tecnica de Inmunofluorescencia
para ANCA sobre neutrofilos fijados con alcohol puede
indicar c-ANCA (patron citoplasmatico), p-ANCA (patron
perinuclear) o anticuerpos antinucleares. Estos dos ulti-
mos dan patrones semejantes.

Para discriminar entre ambos se siguio el protocolo
descrito en la figura 1.

Analisis estadistico

La relacion entre C-ANCA y cancer se estudio median-
te una tabla de doble entrada, determinandose el valor P
de los chi cuadrados con el método «Fisher Exact» ade-
cuado para «n» menores de 5.

Resultados

La frecuencia, en ausencia de patologia aso-
ciada, de C-ANCA fue 0% Un solo P-ANCA no
presentd patologia asociada (0,2%) en los 447
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TABLA 1.— Ancianos ANCA +
ANCA Titulo Edad Sexo Patologia
C 1/40 87 F S. febril. ERS 70
C 1/20 77 M Ca. gastrico
(o} 1/40 75 F Ca. vulva
P 1/80 76 F A.R.
P 1/20, AAN:1/40 82 M Polineuriitis, fibrosis pulmonar
P 1/160 77 M Leucemia mielomonocitica
P 1/80, AAN:1/40 79 M Infil. pulmonar. ERS 80, Wegener?
P 1/20 79 M Ninguna

pacientes. La frecuencia total de ANCA + fue
1,8% (8/447) correspondiendo a 3 C-ANCA
(0,7%) y 5 P-ANCA (1,1%), dos de los cuales
tenian también a. antinucleares (Tabla 1).

Cuando los 447 pacientes fueron categori-
zados por patologias el grupo de 61 ancianos con
diagnostico de cancer sugirio una asociacion en-
tre C-ANCA y esa enfermedad y C-ANCA y mor-
talidad durante el ano que duro el estudio. El «P»
para el pequeno numero de casos positivos
(Fisher Exact) estuvo en el limite de la
significatividad. (Tablas 2 y 3).

La frecuencia de anticuerpos antinucleares en
ancianos sin patologia fue 2,9% (13/447), con

TABLA 2.— Relacion entre C- ANCA y cancer

Cancer +vo Cancer -vo Total
C- ANCA + 2 1 3
C- ANCA - 59 385 444
Total 61 386 447

Fisher exact.: P = 0,050

TABLA 3.— Relacion entre C-ANCA y muerte en
pacientes con cancer

Muertos Vivos Total
C-ANCA + 2 0 2
C-ANCA- 12 47 59
Total 14 47 61

Fisher exact.: P = 0,049
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titulos de 1/20 a 1/80. El total de muestras positi-
vas fue 6,9% (31/447).

El grupo de sueros positivos para autoanti-
cuerpos sin patologia, pequeno en valor absolu-
to, no mostré asociacion con sexo ni subgrupos
etarios.

Discusién

Usualmente el envejecimiento implica en hu-
manos y animales disregulacion inmunolégica que
afecta las respuestas celular y humoral. En esta
Ultima se puede observar aumentos de IgG e IgA
y presencia de Factor Reumatoideo, anticuerpos
antitiroideos y antinucleares sin evidencia de pa-
tologia asociada.'” Esto podria asociarse a una
disminucion de la actividad supresora®. Se ha
descripto un antigeno del envejecimiento marca-
dor de células senescentes, que fijando autoan-
ticuerpos fisiologicos, permite su eliminacion por
los fagocitos?®. Los reportes sobre la respuesta
inmune en ancianos son a veces contradictorios
reflejando los efectos del entorno en las historias
individuales.

Un mismo estudio informa grandes oscilacio-
nes en la frecuencia de a. antinucleares en
subgrupos etarios consecutivos'’.

Las conclusiones validas requieren estudiar
muchos casos. El significado de la presencia de
autoanticuerpos, por ejemplo, antinucleares, sin
patologia, independientemente de la edad, es in-
cierto. Es sabido que se pueden encontrar en fa-
miliares sanos, de pacientes con colagenosis y
que su presencia en enfermos, no refleja la acti-
vidad de la enfermedad. Sin embargo, Walford® ha
sugerido una posible interferencia de los
autoanticuerpos con la capacidad reparadora de



DNA con disminucion de sobrevida. También Mc
Kay® le atribuye capacidad de acortar la vida.

C y P ANCA son autoanticuerpos contra cons-
tituyentes citoplasmaticos del neutrdfilo, detecta-
dos por inmunofluorescencia, que son marcado-
res de ciertas vasculitis y cuya presencia y titulo
se correlaciona con la actividad de la enferme-
dad'-'3 '8 19 E| primero, que se asocia a
granulomatosis de Wegener, tiene especificidad
por Proteinasa 3 y CAP 57, el P-ANCA que se
describe en distintas enfermedades con vasculitis
reconoce mieloperoxidasa, elastasa y lactoferrina.

ANCA ha sido descripto en hasta un 5% de
personas sanas' pero de la mayor parte de los
trabajos consultados con casuistica numerosa se
deducen porcentajes mucho menores. Laborato-
rios que han hecho «screening» en miles de sue-
ros, encuentran entre 0,5 y 1,5% positivos'® %.
Una de las causas de la discrepancia puede ser
que existen patrones de fluorescencia que seme-
jan ANCA, como P-ANCA Atipico y Anti nuclear
Granulocito Especifico® 1°-2' 2¢ y pueden confun-
dirse con él.

No conocemos ninguna investigacion de ANCA
en ancianos. El presente estudio encuentra que
los ANCA, a diferencia de otros autoanticuerpos
practicamente no aparecen (1/447 P-ANCA) en
ellos en ausencia de patologia. Esto puede estar
relacionado con la evidencia de que ANCA, a di-
ferencia de AAN, es causante de lesion, inducien-
do en los neutrofilos la liberacion de enzimas
proteoliticas, prolongando su accion y producien-
do vasculitis.''- 2

Con respecto a la sugerencia de asociacion
entre C-ANCA y cancer, constituye una observa-
cion que requiere la confirmacion de un estudio
mas amplio y en condiciones mejor definidas. Un
reporte reciente describe ANCA asociado a
vasculitis paraneoplasica'®. También se ha asocia-
do ANCA a cancer en pacientes HIV+. De estar
ANCA ligado a cancer ello podria tener relacion
con la necrobiosis de neutréfilos que se observa
en algunos tumores y con el hecho de que el
«Factor de necrosis tumoral» se requiera «in
vitro» para la degranulacion de neutrdfilos por los
ANCA?,

El 2,9% de AAN + que encontramos en ancia-
nos sin patologia coincide con el descripto por
Stites et al en Inmunologia Basica y Clinica, para
el intervalo de 70 a 79 anos'”.
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ANCA en ancianos

Otros autores encuentran valores mas altos®.
Esto podria deberse a causas metodoldgicas
como la dilucién del suero en ensayo (desde 1/2
a 1/20), a la sensibilidad de la técnica y al rigor
de la definicién de anciano sin patologia. La fre-
cuencia de AAN en ancianos sin patologia aso-
ciada, coincide con los valores bajos de los
descriptos en la bibliogrfia para ancianos «sa-
nos». Esto sugiere que los dos métodos de se-
leccion de la poblacion a estudiar definen grupos
semejantes para los fines de este estudio.

Summary

Antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA)
in the elderly

Aging in animals and human beings is fre-
quently accompanied by a disarray of the immune
response. In subjects 70 years of age or older the
frequency of some autoantibodies (anti-nuclear,
RF, antithyroid anti-parietal cell and others) with-
out any associated pathology is clearly increased
when compared against a younger population.
ANCA (antineutrophil cytoplasmic antibodies) is
considered to be a good marker for necrotizing
systemic vasculitis. This auto-antibody is known
to show two patterns when investigated by indi-
rect immunofluorescence on alcohol fixed normal
neutrophils: c-ANCA (cytoplasmatic fluorescence)
and p-ANCA (perinuclear fluorescence), each one
associated with different pathologies.

The purpose of this work was to investigate
how frequently was ANCA found in subjects 70
years of age or older without evidence of any
associated pathology. ANCA was investigated in
447 ambulatory patients from our hospital and the
only requirement to be included was age. The
ANCA+ patients were divided into having or not
clinical suspicion of vasculitis, according to the
medical charts we reviewed. The same method-
ology was applied to investigate the frequency of
antinuclear antibodies (ANA+) without clinical evi-
dence of any associated pathology. This fre-
quency was compared with that described in the
literature as «ANA+ in healthy old subjects».

In the 447 patients studied, 8 were positive for
ANCA (1.8%), 3 for c-ANCA and 5 for p-ANCA.
None of the 3 c-ANCA and only 1 of 5 p-ANCA
belonged to patients without any associated pa-
thology.

A possible relationship between c-ANCA and
cancer is discussed.
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As ANCA+ cases were very few no relationship
with gender or age was investigated. The ex-
tremely low finding of ANCA+ in the absence of
pathology, even considering old people's frequent
immunological disarray suggests that in opposition
to other autoantibodies, the presence of ANCA is
always related to disease.

The frequency of ANA+ without associated
pathology was 2.9% , being this value on the
lower limits of what is described in the literature.
This can be due to different methodology or to the
scope of the definition of «without associated
pathology».
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