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Resumo

A descoberta do marcador sorolégico denominado
anticorpo anticitoplasma de neutrofilos revolucionou o
diagnoéstico e o seguimento das vasculites pulmonares,
especialmente da granulomatose de Wegener. Seu padrdo
pode ser citoplasmatico e perinuclear. Sua titulagdo auxilia
no diagnostico e no seguimento das vasculites pulmonares.
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anticitoplasma de neutréficos/uso diagnostico; Anticorpos
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Abstract

The discovery of the serological markers known as antineutrophil
cytoplasmic antibodies revolutionized the diagnosis and follow-
up treatment of the various forms of pulmonary vasculitis, especially
that of Wegener's granulomatosis. The antineutrophil cytoplasmic
antibodies pattern can be cytoplasmic or perinuclear. Determination
of antineutrophil cytoplasmic antibodies titers aids the diagnosis
and follow-up treatment of pulmonary vasculitis.

Keywords: Vasculitis/diagnosis; Lung diseases/diagnosis; Wegener's
granulomatosis/diagnosis; Antibodies, antineutrophil cytoplasmic/
diagnostic use; Antibodies, antineutrophil cytoplasmic/blood;
Biological markers; Enzyme-linked immunosorbent assay/ methods;
Neutrophils/immunology

INTRODUCAO

As vasculites sistémicas sdo um grupo de
doencas raras. Seu diagndstico representa um
desafio clinico de grande importéncia, pois permite
um tratamento precoce e direcionado para estas
situacBes potencialmente graves. Da mesma forma,
0 acompanhamento evolutivo destas patologias
depende de dados clinicos e/ou laboratoriais que
permitam diferenciar atividade de remissdo. No
entanto, o quadro clinico inicial das vasculites é
comumente inespecifico, exigindo a espera de uma
confirmacdo histoldgica para o seu diagndstico.
Além disso, as recidivas da doenca costumam
apresentar-se de forma também incaracteristica
tanto do ponto de vista clinico quanto laboratorial.
Assim sendo, a descoberta de anticorpos contra o
citoplasma de neutréfilos (ANCA),*2 um marcador
soroldgico possivelmente especifico para as vascu-
lites sistémicas, produziu grande impacto na litera-
tura médica internacional. Desde ent&o, varios con-
sensos internacionais foram realizados, com o
objetivo de padronizar técnicas e difundir conheci-
mentos atualizados sobre o papel desses anticorpos
nas vasculites e outras doencas.

HISTORICO

A primeira descri¢do deste marcador surgiu no inicio
da década de 1980, com o relato da presenca de 1gG
contra componentes do citoplasma de polimor-
fonucleares neutréfilos no soro de 8 pacientes.® Estes
pacientes apresentavam quadro clinico de glomeru-
lonefrite necrotizante segmentar pauciimune associada
a manifestaces sistémicas. Neste sentido, um estudo
multicéntrico realizado na Holanda e Dinamarca®
demonstrou o valor da detecgdo de ANCA por imuno-
fluorescéncia, no diagnostico e acompanhamento de
portadores de granulomatose de Wegener (GW). Esta
descoberta marcou o inicio do estudo dos ANCA nas
vasculites e certamente representou um dos maiores
avangos no diagnostico e estudo destas patologias. Os
autores detectaram ANCA em 25/27 portadores de GW
ativa contra 4/32 com a doenga em remissao. N&o foi
observado qualquer teste falso-positivo no grupo
controle, que incluia diversos pacientes com vasculites
variadas, glomerulonefrites, doengas do conectivo e
doengas granulomatosas. O teste foi considerado
altamente especifico para GW e parecia ter relagdo com
a atividade da doenga.
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PADROES DE ANCA

Estes anticorpos foram inicialmente detectados
por imunofluorescéncia (IF). A deteccdo de ANCA
foi considerada especifica para a GW ou a poliar-
terite microscopica.® No entanto, posteriormente,
ANCA foi demonstrado em associa¢do com ndmero
crescente de situacBes clinicas, tais como poli-
arterite nodosa, arterite de células gigantes,®
vasculite de Churg-Strauss®, certas formas de
glomerulonefrite necrotizante rapidamente pro-
gressiva,”” bem como doencas fora do espectro
clinico das vasculites.®1% Essas divergéncias foram
parcialmente esclarecidas com a constatacéo da
existéncia de pelo menos dois padrdes de IF
distintos: o padrao classico (CANCA) (Figura 1) e 0
padrdo perinuclear (pPANCA). Enquanto o cANCA
parece ser especifico para GW, o pANCA pode ser
observado em grande variedade de situac@es clini-
cas. Nos portadores de vasculites observou-se que
pANCA ocorre mais freqliientemente em pacientes
com doenca limitada aos rins ou nos casos de
poliarterite microscépica. Apesar destas associa¢des
clinicas divergentes, os dois padrBes de IF sdo
causados por uma resposta auto-imune igualmente
dirigida contra enzimas de granulos azuroéfilos de
neutréfilos humanos.

0 neutrofilo humano possui dois tipos de gra-
nulos citoplasmaticos: os azuréfilos ou primarios
e os granulos especificos ou secundarios que
podem ser mobilizados separadamente. Os granulos
azurofilos, cujos constituintes sdo alvo de reconhe-
cimento pelos ANCA, sdo extremamente bem equi-
pados para matar e digerir microorganismos. Entre
o0s tipos de enzimas que sdo encontradas em seu
interior temos: hidrolases acidas, enzimas microbi-
cidas, mieloperoxidase e lisosima, proteinases neu-
tras (elastase, catepsina G e proteinase 3 - PR3).

Estas enzimas podem ser liberadas para o meio
extracelular, onde mantém sua atividade proteoli-
tica ao redor do processo inflamatdrio. Dentre elas,
as proteinases neutras sdo consideradas as mais
ativas, tendo importante acédo, tanto na proteoélise
do colageno, como na estimulagéo in vitro de linfoci-
tos B para a producdo de anticorpos.®?

O padréo cANCA decorre de anticorpos contra a
PR3.®¥ Esta enzima tem alta capacidade de digerir a
elastina e produzir enfisema em hamsters.® Na
verdade, esta proteina de 229 aminoacidos tem
estrutura muito semelhante a da elastase e possui
também atividade antimicrobiana. Sua atividade
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enzimatica pode produzir lesdo tecidual e degradagéo
de bacteérias fagocitadas. Sua localizagdo é intracelular
no polimorfonuclear neutr6filo em repouso; no
entanto, pode ser liberada ap6s estimulo, permitindo
a formacdo de imunecomplexos com o anticorpo
especifico. Inicialmente, estudos ultra-estruturais
observaram a presenca desse antigeno apenas no
interior dos granulos azuroéfilos, porém outros autores
conseguiram demonstra-lo expresso ha membrana
celular.®® O epitopo antigénico encontra-se na super-
ficie da molécula e depende de sua estrutura terciéria
intacta para o reconhecimento pelo anticorpo.

O padrdo pANCA, por sua vez, representa uma
maior variedade de especificidades antigénicas
como a mieloperoxidase (MPQ), elastase, lactofer-
rina e catepsina G.*®1" No entanto, na populacéo
com vasculite de pequenos vasos ou com glome-
rulonefrite, a MPO parece ser o principal alvo dos
anticorpos.®® O padrdo perinuclear €, na realidade,
consequéncia de um artefato técnico causado pela
fixag@o dos polimorfonucleares neutré6filos com o
etanol, levando & redistribuicdo das enzimas
citoplasmaéticas sollveis e nucleofilicas. Se o
polimorfonuclear neutrofilo for fixado com forma-
lina ao invés de etanol, as proteinas permanecem
no citoplasma da célula produzindo IF indireta com
padrdo classico. A MPO também tem uma impor-
tante atividade bactericida catalisando a formacéo
intracelular de produtos toxicos como HOCI, H,0,
e radicais do oxigénio. Além disso, produtos deri-
vados da MPO podem pavimentar o caminho da
protedlise induzida pelas proteases serinicas através
da sua capacidade de inativar a alfal-antitripsina,
que é uma importante inibidora de proteases.®®

Mais recentemente, foi descrito o padrdo atipico
de ANCA que representa reacdo a lactoferrina,

Figura 1 - Anticorpo anticitoplasma de neutrofilo classico
(ANCAc) visualizado através de imunofluosrescéncia.
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catepsina G e outros antigenos diferentes da PR3.
Este padrdo tem importancia clinica ja que a confuséo
deste padrdo com o padrdo cANCA é uma das
principais causas de testes falso-positivos. Neste
sentido, varias doengas fora do espectro das vasculites
podem apresentar ANCA positivo. A artrite reumatoide,
a sindrome de Felty, a colangite esclerosante, a hepa-
tite cronica ativa desenvolvem ANCA, geralmente em
baixos titulos e IF atipica. Nestes casos o padréo de
IF é conseqiiéncia de multiplas reatividades a varios
antigenos dos granulos neutrofilicos, bem como a
antigenos nucleares e citosélicos.?” Da mesma forma,
pacientes com infec¢des crdonicas ou menor defesa
contra invasdo bacteriana, como portadores de fibrose
cistica, RCUI e bronquiectasias, produzem ANCA diri-
gido contra a BPI (bacterial permeability-increasing
protein), que também é produto de grénulos azurdfilos.

TECNICAS DE DETECCAO

A IF indireta € o teste mais utilizado para de-
teccdo de ANCA. Embora seja um teste rapido e
barato sua interpretacdo traz algumas dificuldades.
Padr@es atipicos sdo observados com certa fre-
qUéncia e precisam ser diferenciados de ANCA
verdadeiro.® Sua deteccdo é uma das principais
causas de ANCA falso-positivos. A presenca conco-
mitante de fator antindcleo dificulta a interpre-
tacdo dos achados de IF indireta. Pacientes com
fator antinudcleo positivo devem ser avaliados com
cautela na interpretacdo dos resultados de ANCA
por IF indireta.?? O método é semiquantitativo, o
que dificulta a avalia¢do de variagbes no curso da
doenca e carece de sensibilidade para baixos titulos
de anticorpos.®

Por esses motivos varios ensaios de fase solida
foram desenvolvidos para a detecgdo de ANCA.®)
A sensibilidade e especificidade do ensaio depen-
dem da pureza do extrato utilizado. Inicialmente
foram descritos testes de ELISA utilizando extrato
total de polimorfonucleares neutréfilos como anti-
geno. Estes testes tinham baixa especificidade e
foram abandonados. Da mesma forma, a utilizagéo
de extratos um pouco mais puros, como granulos
primérios isolados de polimorfonucleares neutré-
filos, permitiu pouca melhora na especificidade.®)

Os principais epitopos da PR3 e da MPO sdo
conformacionais, motivo pelo qual apenas recen-
temente investigadores conseguiram produzir PR3
e MPO recombinante com atividade enzimatica e
epitopos imunorreativos ideais para a ligagdo com
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0s ANCA. Testes de ELISA utilizando anticorpos
monoclonais contra a PR3 ou a mieloperoxidase
passaram a ser amplamente utilizados. Atualmente
existem diferentes testes de ELISA com diferentes
substratos sendo utilizados nos diversos laboraté-
rios. Isto levou & necessidade de se elaborar um
consenso internacional para padronizar as técnicas
de deteccdo de ANCA.?%

Hoje esté claro que, a semelhanca do que é
observado com os fatores antintcleo nas doencgas
auto-imunes, existe toda uma classe de auto-
anticorpos que reagem com enzimas mieldides nas
vasculites sistémicas e glomerulonefrites. Estes
anticorpos expressam-se por diferentes padrées de
fluorescéncia quando se utiliza o polimorfonuclear
neutrofilo como substrato. Apesar de uma sensibi-
lidade relativamente baixa para a GW e poliarterite
microscépica, particularmente nas formas localiza-
das ou em remisséo,® o teste de IF continua sendo
0 padrédo ouro da investigacao inicial destes anti-
corpos. Na experiéncia dos autores, a variedade
de anticorpos envolvidos nesta resposta auto-
imune exige que sua pesquisa seja iniciada por
um teste abrangente, como a IF indireta. A especi-
ficidade antigénica deve, no entanto, ser confir-
mada por testes de ELISA. Os testes de ELISA séo
particularmente Uteis nos casos de ANCA em baixos
titulos, na diferenciacdo de fluorescéncia atipica
de ANCA verdadeiro, na presenga concomitante de
anticorpos anti-nucleares® e na detec¢do de aMPO
em casos de glomerulonefrites ou sindrome
pulm&o-rim. Vale ressaltar que muito embora o
padrdo cANCA seja altamente especifico para a
presenca de anti-PR3, existem algumas excecdes
como alguns soros anti-MPO que produzem IF
classica por motivos ainda nao esclarecidos.?
Assim sendo, o consenso internacional de ANCA®
sugere que a pesquisa destes anticorpos na
monitorizacdo terapéutica e no diagnostico de
casos suspeitos de GW, vasculite de Churg-Strauss,
poliarterite microscopica e sua variante renal
limitada (GN crescéntica pauciimune) seja sempre
realizada com a associacdo do teste de IF e teste
de ELISA anti-PR3 e anti-MPO.

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS
TESTES

A sensibilidade e especificidade de um teste
depende da técnica utilizada para a detec¢do e da
populacéo estudada.
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Com relagdo a técnica, de acordo com o relatado
acima, é necessaria a detecgdo de ANCA por IF
associada a deteccdo de anticorpos anti-PR3 e anti-
MPO por ELISA, para se obter boa especificidade e
sensibilidade no diagnéstico de vasculites sistémicas.
No entanto, em nosso meio, testes de ELISA anti-
corpos PR3 e anti-MPO nem sempre estdo disponi-
veis. Nestes casos a presenga de cANCA pode ser
considerada bastante especifica, muito embora sua
sensibilidade ndo ultrapasse os 70% a 80%.?% A
presenca de pANCA pode ser pouco especifica mas
passa a ter valor clinico na suspeita clinica de
vasculite ou em casos de glomerulonefrite crescéntica.

Com relagdo a populacao de estudo, é preciso
lembrar da grande confuséo que existe na literatura
no que se refere a classificagdo das vasculites.
Alguns autores consideram a poliarterite nodosa
como uma das doencas ANCA-positivas. Outros,
no entanto, consideram vasculites ANCA-positivas
apenas a propria GW a poliarterite microscopica,
a sindrome de Churg-Strauss e formas mais limita-
das destas doencas. Estas doengas compartilham
um envolvimento predominante-mente capilar e
venular, as vezes com envolvimento de arteriolas
e a presenca precoce de um infiltrado neutrofilico
nos vasos. O envolvimento de vasos maiores pode
ocorrer em alguns pacientes mas, por definigéo,
envolvimento simultaneo de vasos pequenos ndo
ocorre na poliarterite nodosa. Assim sendo, de acordo
com esta definicdo, casos de poliarterite nodosa
classica ndo produzem ANCA.?®

A maior parte dos estudos de portadores de
GW ativa demonstra CANCA em cerca de 70% a
80% dos casos e pANCA em cerca de 10% dos
casos. Na poliarterite microscopica ou na glomeru-
lonefrite crescéntica, 60% possuem pANCA e 30%
deles cCANCA. Pacientes com sindrome de Churg-
Strauss tém ANCA ¢ ou p em cerca de 30% dos
casos. A sensibilidade do método é ainda menor
em casos de doenga em fase de remissdo ou nas
formas localizadas. Assim sendo, um teste de ANCA
negativo nunca afasta a presenca de vasculite.

Na verdade, existe certa sobreposi¢do entre 0s
pacientes portadores de CANCA e pANCA.?" Nos por-
tadores de vasculites e glomerulonefrites, observou-
se que cANCA, se associa com 0 acometimento de
pulmdo, vias aéreas superiores e rins, particular-
mente naqueles com formacgdo de granulomas e
extensa doenca extra-renal. O padrdo pANCA,
também pode ser observado nestes doentes, porém
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€ mais comum nos pacientes com doenca limitada
aos rins. Entre estes dois extremos encontramos
pacientes que podem apresentar tanto cANCA
guanto pANCA. Dessa forma, pode se dizer que as
enfermidades ANCA-positivas (independentemente
do padréo de fluorescéncia) cursam, clinicamente,
dentro de um espectro continuo que varia de uma
doenga limitada aos rins até formas sistémicas
generalizadas.® A presenca de um marcador soro-
[6gico comum sugere que este grupo de doencas
possa compartilhar aspectos fisiopatogénicos. Por
outro lado, a relagéo entre pANCA e doencas fora
do espectro das vasculites sistémicas ndo esta
totalmente esclarecida.

ANCA NO ACOMPANHAMENTO
TERAPEUTICO DAS VASCULITES

Além de sua aplicabilidade no diagndstico das
vasculites, tem-se observado que os titulos de ANCA
acompanham a atividade de doenca.?® Ja esta
estabelecido que os titulos deste anticorpo néo se
alteram com a presenca de infecco intercorrente e
que a IF tende a se negativar na doenga em remis-
sdo. Estudos prospectivos®® demonstram que um
aumento nos niveis séricos de ANCA geralmente
precede recidivas da doenca. Isto vale para testes
de ELISA anti-PR3 e anti-MPO, mas também para
0s testes de IF (com menor sensibilidade).

No entanto, este ndo é um achado universal.
Existem casos nos quais a recidiva ocorre sem um
prévio aumento de ANCA e alguns casos raros nos
quais os titulos ndo caem ap6s remissao da doenca,
muito embora estes pacientes tenham tendéncia a
pior prognostico renal ao longo dos anos. Além disso,
este aumento dos ANCA pode anteceder muito a
recidiva clinica, ndo justificando um imediato aumen-
to nas doses de drogas imunossupressoras potencial-
mente tdxicas. Portanto, conclui-se que, muito embora
a avaliacao seriada de ANCA seja bastante Util no
acompanhamento terapéutico dos portadores de
vasculites sistémicas, a decisao terapéutica deve basear-
se em aspectos clinicos e laboratoriais associados.

Em resumo: ANCAs sdo um grupo de anticorpos
contra enzimas neutrofilicas extremamente Uteis no
diagnostico de vasculites sistémicas de pequenos
vasos e certas glomerulonefrites necrotizantes; o
padrdo cléssico é altamente especifico para a GW,
enquanto que o padrdo perinuclear ocorre nas
vasculites de pequenos vasos, glomerulonefrites
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necrotizantes e outras doencas fora do espectro das
vasculites; padrdes atipicos ocorrem com certa
freqliéncia em uma série de situacoes clinicas e devem
ser diferenciados do ANCA verdadeiro; a deteccdo
de ANCA deve ser realizada com a associacdo de
testes de IF com testes de ELISA anti-PR3 e anti-
MPO; ANCASs séo Uteis no acompanhamento evolutivo
das vasculites, porém a decisdo terapéutica deve se
basear na associagdo de achados clinicos e labora-
toriais.
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