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Resumen Es conocido que en la etiopatogenia del Sindrome de Inmunodeficiencia Ad-

quirida (SIDA) no sélo interviene el efecto citopatico del virus sobre la pobla-
cion CD4, sino que también se activan otros complejos mecanismos entre ellos los de
tipo autoinmune. El objetivo del trabajo fue estudiar en 88 pacientes HIV (+) (49
asintomaticos y 39 sintomaticos) los anticuerpos anticitoplasma de los neutréfilos (ANCA),
a fin de correlacionarlos con algunos de los cuadros clinicos mas frecuentes. Se utilizé
la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl) sobre improntas de polimorfonucleares
(PMN). Se observo que la presencia de ANCA fue mas frecuente en el grupo de enfer-
mos (53,8%) respecto de los portadores asintomaticos (4,1%). Dentro del grupo ANCA(+)
se observo correlacion con infeccion pulmonar (95,9%), siendo la tuberculosis (TBC), la
causa mas frecuente de ésta. Cuando se comparé la presencia de ANCA en el grupo
TBC(+) HIV(+) con el grupo TBC(+) HIV(-), se observé que los ANCA positivos se aso-
ciaban al primer grupo en forma significativa. Se cree que la presencia de estos
anticuerpos puede estar relacionada con mecanismos de tipo autoinmune determinados
por la expresion inadecuada de ciertas proteinas blanco tales como la mieloperoxidasa o
proteinasa 3. La presencia importante de ANCA en pacientes HIV sintomaticos con in-
feccion pulmonar por Mycobacterium tuberculosis y no asi en pacientes HIV(+) asin-
tomaticos o en pacientes con TBC pulmonar sin infeccion con HIV, pareceria indicar que
ni el virus per se, ni la infecciéon pulmonar serian los responsables directos de la produc-

cion de estos anticuerpos.
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Los anticuerpos (Ac) anti-citoplasma de los
neutréfilos (ANCA) estan dirigidos contra varios
componentes del citoplasma, uno de los cuales
fue identificado como proteinasa 3 (Pr-3), la que
es una proteasa sérica de los granulos azuréfilos
de los neutréfilos diferente de otras dos serinas
de estos granulos, la elastasa y la catepsina G.
La enzima es altamente catiénica y tiene activi-
dad proteolitica. Esta proteinasa ha sido detec-
tada en la membrana de los polimor-fonucleares
(PMN) cuando son activados in vitro con dosis
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infeccion por HIV,

baja de factor de necrosis tumoral (TNF)! o in vivo
en condiciones de shock téxico?. EI ANCA
citoplasmatico (ANCA-c) ha sido demostrado en
el ano 1982 por Davies et aP-* en un grupo de
pacientes con glomerulonefritis necroti-zante, y en
1985 aparece como marcador sensible de la
glomerulonefritis de Wegener®: ®.

Se ha observado que un nimero de pacien-
tes con vasculitis” presentaba una fluorescencia
perinuclear en los neutréfilos que fueron fijados
con etanol, recibiendo la denominacién de ANCA
perinuclear (ANCA-p). Algunos autores demostra-
ron que estos anticuerpos estan dirigidos contra
otros componentes de los granulos de los
neutrdfilos, tal como la mieloperoxidasa (MPO) y
se postulé que el ANCA-p era sinénimo de anti-
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cuerpo antimieloperoxidasa®. Sin embargo, esto
no parece ser absoluto, ya que se ha encontra-
do anti MPO con imagen citoplasmatica en neu-
trofilos fijados con etanol®*. La mieloperoxidasa
es una enzima altamente catiénica y juega un rol
critico en la generacion de radicales de oxigeno™.
Por otro lado han sido detectado ANCA-p contra
diferentes constituyentes citoplasmaticos de los
neutréfilos™: 2, estando asociados a un gran nu-
mero de desordenes inflamatorios' 4.

La expresion de autoantigenos ANCA en la
superficie de los PMN es mediada por citoquinas,
fundamentalmente el TNF alfa, que es una impor-
tante monoquina cuya liberacion esta inducida en
caso de infecciones por estafilococos aureus,
mycobacterias y otros microorganimos’: .

Se conoce, que los pacientes con el Sindro-
me de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) sufren
una profunda desregulacion inmunologica'®, que
lleva a defectos funcionales de la poblacion T
CD4 como asi también hiperactividad de celulas
B y desarrollo de autoanticuerpos'”- '8 19,

Implicadas en la patogénesis del SIDA se en-
cuentran algunas citoquinas producidas por el sis-
tema monocito-macrofago, siendo la mas impor-
tante el TNF alfa, cuya liberacién es inducida en
estadios tempranos de la infeccion por HIV'S '8,
Teniendo en cuenta estos factores (presencia de
TNF alfa, intervencion de muchos microorga-
nismos en la liberacién de estos mediadores y
reiteradas infecciones), se decidio estudiar los
ANCA en pacientes infectados por HIV, y se bus-
c6 la relacion con algunas de las infecciones
oportunistas.

Los pacientes infectados por HIV sufren infec-
ciones pulmonares oportunistas y el mayor por-
centaje es debido a Pneumocitis carini. En el Nor-
deste Argentino la patologia pulmonar mas fre-
cuente en SIDA es causada por Mycobac-terium
tuberculosis (TBC}); fue por ello que se traté de
detectar la presencia de ANCA en pacientes con
TBC pulmonar infectados y no infectados con
HIV, con fines de estudio comparativo.

Material y métodos

Se realizé un estudio controlado sobre 88 pacientes
portadores del HIV, de los que 49 no presentaban sinto-
mas de enfermedad en tanto que los 39 restantes corres-
pondian a SIDA seguin criterios del CDC. Paralelamente
se estudiaron 30 controles sanos seleccionados segln

ANCA EN INFECCION POR HIV

ausencia de enfermedades autoinmunes, infecciosas o
neoplasicas demostrables, asi como 19 neumonias por
TBC en pacientes no portadores del HIV.

Se obtuvieron muestras de suero de pacientes en dis-
tintos estadios de la enfermedad, se realizé la determina-
cion de ANCA por la técnica de inmunofluorescencia in-
directa sobre improntas de polimorfonucleares obtenidos
de pacientes sanos, las que se fijaron con etanol; los re-
sultados fueron corroborados recurriendo a improntas
comerciales. Cada uno de los sueros se realizo por du-
plicado o triplicado usando una dilucién inicial de 1/50 en
solucion salina bafferada (PBS), consecutivamente a una
incubacién de 30 minutos, seguida de lavados, se reveld
con antinmunoglobulinas totales marcada con tiocianato
de fluoresceina bajo observacion en microscopio de fluo-
rescencia en 40X. En el caso de las muestras que resul-
taron positivas se efectud titulacion.

Para la determinacion de anticuerpos antinucleo se
recurrio a la inmunofluorescencia indirecta usando higa-
do de rata como sustrato.

La evaluacion estadistica se realizo por calculo de di-
ferencia de proporciones del programa Primer.

Resultados

Del total de 88 individuos HIV(+), 55,6% se
encontraban asintomaticos y 44,4% con enferme-
dad SIDA segun los criterios del CDC.

Segun ilustra la Fig. 1, de la comparacion del
% de ANCA en pacientes HIV(+) asintomaticos y
sintomaticos, resulté un 4,1% (2/49) en los prime-
ros, mientras que en los segundos era del 53,8%
(21/39), con ausencia en los 30 controles sanos.

Cuando se relaciono la presencia de ANCA en
los pacientes enfermos de SIDA con sus cuadros
clinicos: el 95,2% de los 21 ANCA (+) se asocia-
ba a patologias pulmonares, de las que 11 co-
rrespondieron a infeccion por TBC, 3 a gérmenes
comunes, 4 a Pnenumocitis carini y 2 a micosis
pulmonar.

De las infecciones pulmonares por TBC,
(Fig. 2) 91,6% (11/12) fueron ANCA(+), mientras
de las infecciones pulmonares por TBC en pacien-
tes HIV(-), sdlo el 10,5%,; la diferencia entre am-
bos grupos fue altamente significativa.

No se observé asociacion de ANCA con en-
fermedad viral, toxoplasmosis, vasculitis ni cua-
dros neurolégicos, aunque el niimero de la mues-
tra no fue lo suficientemente relevante.

De los 21 pacientes con SIDA ANCA (+), sélo
2 tenian ambas imagenes, citoplasmatica y
perinuclear, con predominio de esta (ltima.
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% ANCA
HIV Sintomaticos y Asintomaticos

4.1%

HIV Asintom.
{n=49)

0%

Normales
(n=30)

HIV Sintom.
(n=239)

Fig. 1.— % ANCA HIV sintomaticos y asintomaticos

Comparacion de los porcentajes de ANCA(+) en 39 pa-
cientes HIV (=) sintomaticos, 49 HIV (+) asintomaticos
y 30 controles normales

% ANCA
Infeccion Pulmonar a TBC
HIV POSITIVO Y VIH NEGATIVO

91,6

10,5
ne=2

-
HIV () TBC (+)
(n=19)

HIV {+) TBC (+)
(n=12)

Fig. 2.— % ANCA. Infeccién pulmonar a TBC. HIV positi-
vos y HIV Negativos.

Comparacion de los porcentajes en los pacientes con TBC
tanto HIV (+) como HIV (-) y los pacientes HIV (+) sin
TBC

Los titulos de los ANCA (+) tenfan en su ma-
yoria valores superiores a 1/100.

Los anticuerpos antinucleares de los 88 pa-
cientes HIV(+) asintomaticos y con enfermedad
SIDA resultaron negativos.
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Todos los controles normales dieron negativos
para ANCA.

Discusion

La progresiva deplecién de los linfocitos T
CD4+, como resultado de la accion citopatica del
HIV, es la causa mas ampliamente aceptada de
la profunda inmunosupresiéon que muestran los
pacientes de SIDA'® 20:2': sin embargo, recientes
estudios sugieren que la accion del HIV en si mis-
ma no es causa suficiente para el desarrollo del
SIDA y que diversos mecanismos y cofactores'®
2 tales como el fendmeno de apoptosis': #, la
accion de superantigenos bacterianos y retrovi-
rales®* ?° y las infecciones oportunistas podrian
desempenar una funcion esencial en la patogé-
nesis de la enfermedad, provocando las disfun-
ciones inmunorregulatorias (hiperreactividad de
las células B, desarrollo de autoanticuerpos) en-
contradas en estos pacientes.

En importante nimero de trabajos continta re-
fiiendose el hallazgo de homologias entre pro-
teinas del VIV con las proteinas del stress (Hsp)
y la capacidad del HIV de infectar a las ceélulas
presentadoras de antigeno, dando senales
aberrantes a las células T por analogia entre re-
giones codificadas por el HIV con las proteinas
del stress?®; quiza sea una de las razones de la
alta incidencia de fenémenos autorreactivos en in-
feccion HIV y de su posible influencia en la pro-
gresion de la enfermedad.?”: 28

En el presente trabajo se detecté la presencia
de ANCA fundamentalmente en pacientes HIV(+)
con sintomas de la enfermedad; en el total de los
pacientes ANCA(+) se evidenciaron compromisos
pulmonares, siendo la tuberculosis pulmonar
(TBC) la causa mas frecuente.

No se encontré asociacién con infecciones
virales, toxoplasmosis, compromiso neurologico
del SIDA, ni vasculitis, aunque el numero de ca-
sos con esas patologias fue escaso.

Savage et al?® encontraron 41% de ANCA (+)
en pacientes con SIDA, sin observar asociacion
con vasculitis cutanea o sistémica, ni con infec-
cion bacteriana o viral.

Otros autores como Klassen et al®® también
detectaron ANCA(+) en pacientes con enferme-
dad SIDA con escasa asociacién a infecciones
oportunistas y enfermedad maligna.
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Riera et al®' 3 encontraron anticuerpos anti-
lecocitarios y leucoaglutininas presentes en el
suero de pacientes hemofilicos HIV(+), con un in-
cremento de los mismos en estadios mas avan-
zados de la enfermedad, lo que sugiere que po-
dria ser una manifestacién de autorreactividad
asociada a la progresion del HIV.

Con respecto al origen de estos anticuerpos
en pacientes HIV(+), son varios los interrogantes.
Se ha demostrado un aumento de la produccion
de citoquinas (TNF alfa, Interleucina 1, Pros-
taglandina 2) por los monocitos de individuos
HIV(+)%; estas citoquinas, fundamentalmente el
TNF alfa, son capaces de inducir la expresion en
la membrana de autoantigeno Pr3, asi como cier-
tos productos bacterianos inducen la expresién de
MPQ'. Considerando estos hallazgos, la presen-
cia de ANCA en las infecciones pulmonares en
su mayoria causada por TBC, es probable que
resulte de la infiltracion de PMN en el parénquima
pulmonar, la accion del TNF alfa y la inmunodes-
regulacion provocada por el HIV, todos ellos aso-
ciados para el desencadenamiento de fenémenos
de autoinmunidad.

Es importante tener en cuenta la presencia de
células T autorreactivas a las proteinas del stress
(Hsp) y la observaciéon de que estas proteinas son
un importante blanco de la respuesta inmune al
Mycobacterium tuberculosis®. Por otro lado, la
asociacion con Hsp y ciertos autoantigenos como
la MPO* de los PMN y el mecanismo de mimetis-
mo molecular'®, podrian ser algunas de las razo-
nes de la asociacion de ANCA y TBC en estos
pacientes con severa alteracién de su respuesta
inmune.

Cabe senalar que 80% de los pacientes infec-
tados con TBC pulmonar presentaban valores de
CD4 por debajo de 200/mm?.

De acuerdo con estos resultados, la limitada
presencia de ANCA en pacientes HIV(+) asinto-
maticos y HIV(-) con infeccion pulmonar por TBC,
pareceria indicar que ni el virus per se ni la in-
fecciéon pulmonar serian los responsables direc-
tos de la produccion de estos anticuerpos, pero
si influirfa la asociacién de ambos. En futuros
estudios quedaria por demostrar si la presencia
de estos anticuerpos contribuye al progreso de
la enfermedad SIDA.
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Summary

Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA)
in patients with symptomatic and asymptomatic
HIV infection

The cytopathic effect of HIV on CD4 T cells,
as well as the active autoimmune mechanism
occurring during infection, have been documen-
ted. Of the cytokines involved in the pathogenesis
of AIDS, the main one produced by the mono-
cyte-macrophage series is tumor necrosis factor
alfa (TNFa). This cytokine induces antigens such
as proteinase 3 (Pr 3) or mieloperoxidase (MPO).
Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) are
directed against this type of PMN antigens. In the
present paper, the role of anti-neutrophil cytoplas-
mic antibodies (ANCA) in HIV infected patients as
responsible for autoimmune phenomena in
relation to opportunistic infections, was studied.
A total of 88 serum samples belonging to 49
asymptomatic and 39 symptomatic HIV infected
patients were tested for ANCA by an indirect
immunofluorescence (lIF) test over a neutrophil
substrate. ANCA were detected in 53.8% of
symptomatic patients as compared to 4.1% in
asymptomatic cases (p < 0.0001).A 95.9%
correlation was observed between ANCA-positive
samples and pulmonary infection (n = 20). In
those ANCA (+) samples 95.9% correlation was
found with pulmonary infection (n = 20). Pul-
monary infection due to Mycobacterium tubercu-
losis is a frequent finding in HIV infected patients
from Northeastern Argentina. When the presence
of ANCA in TB(+) HIV(+) and TB(+) HIV(-)
patients was studied, it was seen that positive-
ANCA significantly correlated with the first group
(p < 0.001).

The presence of ANCA was not related to viral
infections, toxoplasmosis, neurological features of
AIDS, vasculitis or malignant diseases. ANCA
during pulmonary infection, mostly caused by TB,
as well as PMN infiltration in pulmonary paren-
chyma, and the deregulated immune reaction
elicited by HIV, may contribute to the onset of
autoimmune phenomena. The presence of human
T lymphocytes reactive to heat stress proteins
(Hsp), an important target of immune response
against certain intracellular auto-antigens such as
MPO from PMN, added to the mechanism of
molecular mimicry, could explain the association
of ANCA and TB in patients with severe altera-
tions of their immune response.
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According to these results, the limited presence

of ANCA in asymptomatic patients HIV(+) and in
HIV(-) with pulmonar TB, could indicate that the
virus may not be responsible for the induction of
these antibodies.
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