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Resumen

RESUMEN

La esclerodermia (ES) es una enfermedad autoinmune multisistémica en la que la
expresion de anticuerpos especificos tiene implicaciones clinico pronosticas importantes.
Los anticuerpos son utiles para predecir las manifestaciones clinicas de la enfermedad, y
la expresion de cada uno de ellos confiere un prondstico diferente. Los anticuerpos mas
prevalentes de la ES estan bien estudiados debido a la disponibilidad de las técnicas de
deteccion de los mismos. Sin embargo, existen anticuerpos especificos que menos
prevalentes y menos estudiados pero que clinicamente se asocian a afeccion organica
grave.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la prevalencia, las asociaciones clinicas y
la supervivencia de dos anticuerpos poco prevalentes en la ES: el anti-RNA polimerasa
Il (anti-RNAP I111) y el anti-RNPC3 o anti-U11/U12,

En el primer estudio se seleccionaron 221 pacientes con ES y se compararon los
pacientes positivos para anti-RNAP 11 (medido mediante ELISA e inmunoblot) frente a
los negativos para anti-RNAP 1ll. Describimos una prevalencia del anti-RNAP 111 de
11.8%. Clinicamente los pacientes que expresaron anti-RNAP 111 tenian mas frecuencia
de ES subtipo cutaneo difusa, artritis, crisis renal esclerodérmica (CRE) e hipertension
arterial (HTA). Sin embargo, no hemos encontrado asociacién con cancer ni con ectasia
vascular antral gastrica. En relacién a la supervivencia, no hubo diferencias en las curvas
de Kaplan Meier entre ambos grupos. Los factores independientes asociados a peor
prondstico en la cohorte anti-RNAP Il fueron la crisis renal esclerodérmica, la
enfermedad pulmonar intersticial (EPI) con FVC < 50% y la hipertension arterial

pulmonar
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En el segundo estudio, se seleccionaron 447 pacientes con ES de 2 diferentes
centros (Barcelona n = 286 y Milan n = 161), y se compararon los pacientes positivos
para anti-RNPC3 (medido mediante PMAT) frente a los pacientes negativos. La
prevalencia encontrada fue del 4.3%. Los pacientes con anti-RNPC3 presentaron una
mayor frecuencia de EPI, de EPI grave, de enfermedad pulmonar terminal y una peor
supervivencia. No se evidencio asociacion con cancer ni con afeccion gastrointestinal.
Los factores de riesgo independientes asociados a peor supervivencia fueron la edad y la
presencia de HAP. Los factores de riesgo independientes asociados a peor pronostico
(muerte y/o manifestaciones graves) fueron la presencia de anti-RNPC3, el subtipo
cutaneo difusa, la edad al inicio, la presencia de EPI, la HAP y la expresion de ATAI. En
el subgrupo con EPI, la supervivencia libre de muerte o manifestaciones graves fue menor
en los pacientes que expresaron anti-RNPC3 comparado con los pacientes que expresaron
ATAI. EIl fenotipo clinico descrito en los pacientes que expresan anti-RNPC3
determinado por PMAT es similar al que se definio en el estudio el anti-RNPC3 se detecto
por IP. Por lo tanto, la técnica de PMAT puede ser util para determinar anti-RNPC3 en la
practica clinica diaria.

Podemos concluir que el anti-RNAP I11 y el anti-RNPC3 son anticuerpos poco
prevalentes pero con gran trascendencia clinica ya que predicen un perfil clinico
determinado, y su expresion puede ayudarnos en el seguimiento y tratamiento de los

pacientes.
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Summary

SUMMARY

Systemic Sclerosis (SSc) is an autoimmune disease in which the expression of
specific antibodies has important clinical and prognostic implications. Antibodies are
useful for predicting the clinical features of the disease, and the expression of each of
them confers a different prognosis. The most prevalent antibodies in SSc are well studied
due to the availability of detection techniques. However, some specific antibodies are less
prevalent and less studied, but are associated with serious organic disease.

The objective of this study was to determine the prevalence, clinical associations
and survival of two antibodies with low prevalence in SSc: anti-RNA polymerase 11l
(anti-RNAP [11) and anti-RNPC3 (or anti-U11/U12).

In the first study, 221 SSc patients were selected. Patients with positivity for anti-
RNAP 111 were compared with anti-RNAP I1l negative patients. A prevalence of 11.8%
was found. Patients who expressed anti-RNAP 111 had higher frequency of diffuse
cutaneous SSc, arthritis, scleroderma renal crisis (SRC) and arterial hypertension.
However, we have not found any association with cancer or gastric antral vascular ectasia.
Regarding survival, there were no differences in the Kaplan Meier curves between both
groups. The independent risk factors associated with a worse prognosis in the anti-RNAP
I11 cohort were SRC, interstitial lung disease (ILD) with FVC < 50% and pulmonary
arterial hypertension (PAH).

In the second study, 447 SSc patients were selected from two different sites
(Barcelona n=286 and Milan n=161), and anti-RNPC3+ patients were compared with
negative patients. The prevalence found was 4.3%. Anti-RNPC3+ patients had a higher
frequency of ILD, severe ILD terminal lung disease and worse survival. No association

with cancer or gastrointestinal disease was observed. The independent risk factors
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associated with worse survival were age and the presence of PAH. The independent risk
factors associated with worse prognosis (death and/or severe events) were the presence
of anti-RNPC3, diffuse cutaneous subtype, age at onset, ILD, PAH and the expression of
anti-topoisomerase | (ATA). Compared to ATA patients, anti-RNPC3 patients exhibited
a shorter time to event free survival. The clinical phenotype described in anti-RNPC3+
patients determined by PMAT is similar to that defined in the study in which anti-RNPC3
was detected by immunoprecipitation. Therefore, the PMAT technique can be useful to
determine anti-RNPC3 in daily clinical practice.

We can conclude that anti-RNAP 111 and anti-RNPC3 are low prevalent antibodies
that have great clinical significance since they predict specific profile, and their

expression can help us in the monitoring and treatment of patients.
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Introduccion

1.1 Historia

La palabra “esclerodermia” proviene de los términos griegos skleros (duro) y
dermis (piel), por lo que significa “piel dura”. Se conocen evidencias que nos orientan
hacia la existencia de la enfermedad desde épocas muy antiguas. Ya Hipdcrates (460-370
a.C) en sus “Traités épidemiés” describe un ateniense cuya piel estaba tan indurada que
no se podia pellizcar. Sin embargo, no fue hasta el renacimiento cuando Diemerbroeck
(1637) realiza la primera descripcion sélida al respecto *. La primera vez que se utilizo el

término “esclerodermia” fue en 1836 por Fantonetti .

1.2 Conceptos Generales

La esclerodermia sistémica o esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad
autoinmune multisistémica que se fundamenta en tres pilares basicos: una alteracion de
la microcirculacion, la activacion del sistema inmune y un depdsito excesivo de colageno
en piel y 6rganos internos 2.

La alteracion de la microcirculacion es responsable de gran parte de las manifestaciones
clinicas de la enfermedad y puede preceder en afios al inicio de la clinica %. Dicha
alteracion se puede apreciar de forma relativamente sencilla en las consultas mediante
capilaroscopia periungueal, que identifica alteraciones capilares especificas de
esclerodermia en periodos subclinicos. Ademas, dependiendo del patron capilaroscopico

se puede predecir posibles complicaciones de la esclerodermia.

Por otro lado sabemos que en fases preclinicas de la enfermedad y algunas veces

muchos afios antes del inicio de los sintomas, podemos detectar en suero la presencia de
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distintos anticuerpos °, siendo algunos altamente especificos para la esclerodermia y
sirviéndonos como biomarcador que facilita el diagnostico temprano de la enfermedad.

La presencia de anticuerpos nos confirma la importancia de la autoinmunidad en ES.

Si bien es cierto que no se conoce con exactitud el papel patogénico que juega
cada anticuerpo, investigaciones recientes aportan cada vez mas evidencia de que muchos
de ellos se implican de manera directa en la etiopatogenia de la ES. Ademas es bien
conocida la utilidad de los anticuerpos en la clasificacion y diferenciacion de los pacientes
en diferentes fenotipos clinicos, pudiéndose predecir las distintas manifestaciones
organicas y por consiguiente el prondstico ¢°. A lo largo del texto desarrollaremos de

manera mas amplia y enfatizaremos en la importancia de la autoinmunidad en la ES.

La ES presenta una mortalidad no menospreciable, superior a la de otras
enfermedades autoinmunes sistémicas. Mas de la mitad de los pacientes fallecen por una
causa relacionada con la enfermedad. Sin embargo, existen datos que nos demuestran que
en los ultimos afios ha mejorado la supervivencia gracias a la aparicion de tratamientos
mas eficaces y a la protocolizacion de la deteccion temprana de las complicaciones graves
en la ES. En un estudio de Nithyabnova et al . del afio 2010 se observd que la
supervivencia media a los 5 afios en el subtipo ES difusa pasé de ser del 69% en 1990-
1993 al 84% en 2000-2003 sin constatarse aumento en la supervivencia en el subgrupo
ES limitada, falleciendo mas de la mitad de los pacientes por una causa relacionada con
la enfermedad. Dicho incremento en la supervivencia en el subgrupo ES difusa se

atribuyd al mejor conocimiento y al cribaje anual de las complicaciones pulmonares *°.

La ES también se asocia a un incremento de la discapacidad y peor calidad de

23
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vida medido mediante escalas validadas, aspecto a tener muy en cuenta debido a la edad

en la que algunas veces se diagnostican a los pacientes 112,

1.3 Etiopatogenia

Se inicia con el dafio endotelial o epitelial por un antigeno externo sobre un
huésped susceptible, produciéndose citocinas profibréticas y proinflamatorias por el
sistema inmune innato y adaptativo. Ademas, la inflamacion vascular puede producir
trombosis in situ, proliferacion muscular y fibrosis subendotelial dando lugar a las

manifestaciones vasculares de la enfermedad *2.

Por lo tanto, en la etiopatogenia de la ES interviene el sistema inmune, la genética,

la vasculopatia, factores ambientales, y el metabolismo celular.

a) Sistema inmune

Existe una activacion del sistema inmune tanto innato como adaptativo *. Se han
encontrado células T activadas en sangre periférica y tejido cutaneo lesionado en la
esclerodermia . Asi mismo, niveles aumentados de Th17 son responsables de la
activacion del fibroblasto a miofibroblasto en células endoteliales y musculares lisas °.
Existe disminucion de las células Thl, que secretan interferon gamma, el cual inhibe la
produccion de colageno. Por otro lado se ha constatado incremento de linfocitos T helper
2 (Th2), que son las responsables de la produccién de interleuquina (IL) 4, IL-5 e IL-13

favoreciendo la infiltracion por monocitos y fibrosis '
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Los linfocitos B estan hiperactivados, lo que conlleva la produccién de diferentes
autoanticuerpos en la enfermedad. Es conocido, ademas que infiltran tejidos y muestran
marcadores de activacion elevados, como moléculas coestimuladoras, el factor de
activacion de los linfocitos B, el CD19y el CD21. Se ha demostrado en modelos animales
que la sobreexpresion de CD19 se asocia a aumento de fibrosis cutanea, mientras que la

ausencia de células B se ha visto asociada a una menor fibrosis 8.

b) Genética

Existe cada vez méas evidencia de la importancia del estudio genético en la
esclerodermia y en su diagndstico precoz. La sospecha de que cierto grupo de genes
confieren mayor susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad parte de observaciones
clinicas. Por ejemplo, en una poblacién concreta de Estados Unidos, se detectd una
prevalencia de ES veinte veces mayor que en la poblacion general, siendo la mayoria de
ellas del mismo perfil clinico (subtipo cutaneo difusa, que expresaban anticuerpos anti-
topoisomerasa | (ATAI) y con predominio de afeccion pulmonar) °; posteriormente se
identifico que la presencia de ATAI en esta poblacion estaba ligada al antigeno

leucocitario humano (HLA) haplotipo DQ7, DR2 (DRB1*1602).

Distintos genes del sistema HLA estan relacionados con la expresion de algunos
anticuerpos especificos, como es el caso de algunos alelos HLA-DQB1 con el anticuerpo
anti-fibrilarina 2°, HLA-DRB1 y HLA-DQBL1 con el ATAI %, el HLA-DQB1*0501 con
el anticuerpo anti-centromero (ACA), el HLA-DRB1-0301 con el anti-PM/Scl % o el anti-
acido ribonucleico polimerasa 111 (RNAP 111) con el HLA DQB1-0201 %,

En otro estudio del genoma completo de mas de 2700 pacientes con ES se

identificaron varios locus de susceptibilidad a padecer la enfermedad, como el CD247, el
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factor 5 regulador de interferén (IRF5 en inglés) y el transductor de sefial y activador de

transcripcion 4 (STAT4 in inglés) 24,

Conocer la base genética de la enfermedad seria atil para predecir sus

manifestaciones clinicas y poder ofrecer una medicina personalizada 2.

c) Vasculopatia

La vasculopatia es un fendmeno fundamental en la enfermedad, responsable de
manifestaciones clinicas frecuentes como el fendmeno de Raynaud (FR), la crisis renal
esclerodérmica (CRE), las Ulceras digitales (UD), la afeccion cardiaca y la hipertension
arterial pulmonar (HAP). El dafio endotelial, se produce por tres vias: 1) apoptosis de la
célula endotelial, que puede dar lugar a la destruccion vascular visualizada en la
capilaroscopia; 2) transformacion de la célula endotelial en mesenquimal y 3) activacion
de la célula endotelial, con sobreexpresion de sustancias vasoconstrictoras como la
endotelina 1 (ET-1), la E-selectina, la moléculas de adhesion vascular 1 (VCAM-1), que
contribuye al desarrollo de trombosis, fibrosis subepitelial y la proliferacion de las capas

musculares de los vasos, hallazgo tipico en la ES 2.

La representacion clinica mas frecuente de la lesion endotelial es el FR, presente
en la practica totalidad de los pacientes y que consiste en una vasoconstriccion periférica

transitoria producida por fenomenos vasculares, neuronales y humorales /28,

La capilaroscopia es un méetodo no invasivo, econémico, relativamente sencillo

de llevar a cabo y que aporta informacion util en en relacion a la vasculopatia de la
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esclerodermia. Dichos hallazgos estan relacionados con el riesgo de padecer ES en
pacientes con FR 2°. Ademas, forman parte de los Gltimos criterios clasificatorios
American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism

(ACR/EULAR) 2013 %,

Maricq et al. 3 fue la primera en describir el patron capilaroscopico en la ES,
comparado con un patrén normal. Propuso dos grandes grupos: el patron activo (active
en inglés) con predominio de pérdida capilar y areas avasculares, y el patron lento (slow
en inglés) con presencia sobre todo de dilatacion capilar 3. Sin embargo, en el afio 2000
Cutolo et al. 3 propone una nueva clasificacion en tres diferentes patrones: el temprano
(early en inglés), con escasas microhemorragias y megacapilares, preservacion de la
estructura pero sin evidencia de pérdida capilar; el activo (active en inglés) donde existe
mayor pérdida y microhemorragias, la arquitectura capilar estd algo desorganizada y
puede haber pérdida capilar, y el tardio (late en inglés) con predominio de pérdida capilar
y capilares ramificados (que indican neoangiogénesis) y practica desaparicion de los

megacapilares y las microhemorragias.

1.4 Criterios clasificatorios

En el afio 2013 se publican los criterios clasificatorios actuales de la ES

Item Sub-item Puntuacién
- Engrosamiento de la piel de los 9
dedos de ambas manos proximal
a articulacion MCF

- Engrosamiento de lapiel de los - Puffy fingers (“dedos en 2
dedos (s6lo se cuenta la salchicha”)
puntuacion mas alta) - Esclerodactilia (engrosamiento 4
distal a MCF pero proximal a
IFP)
- Lesiones en las puntas de los - Ulceras digitales (distal a IFP) 2
dedos (s6lo se cuenta la - Pitting (o “mordedura de rata”) 3

puntuacién mas alta)
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- Telangiectasias 2
- Alteraciones capilaroscdpicas 2
- HAP ylo EPI (la maxima HAP 2
puntuacion es 2) EPI

-FR 3
- Anticuerpos especificos (ACA, 3
ATAIl o anti-RNAP III) (la

maxima puntuacion es 3)

Tabla 1. MCF: metacarpofarlangica; IFP: interfalangica proximal

1.5 Clasificacion en Subtipos clinicos

cutaneos

En el afio 1988 LeRoy y Medsger propusieron clasificar a los pacientes con ES
segun la extension cutanea en ES difusa si el endurecimiento es proximal y distal a codos
y rodillas, y en ES limitada si la induracion es distal a codos y rodillas pudiendo afectar
a la cara, o incluso sin esclerosis cutanea (subtipo conocido como ES sine esclerodermia)
33, Esta clasificacion ha sido validada en diferentes cohortes y ha sido la mas utilizada y

referenciada hasta la actualidad

En 2001, Leroy y Medsger revisaron la clasificacién que habian propuesto en
1988 y definieron con el término de ES limitada (posteriormente se sustituyo por el
término pre ES o ES inicial para evitar confusion con el subtipo cutaneo limitada) a
pacientes afectos de FR, anticuerpos especificos positivos y/o patron capilaroscépico
tipico de ES 3. Unos afios més tarde, Koenig et al. 3 comprobaron que de los sujetos que
presentaban FR y alteraciones capilaroscopicas o ANA positivos un 25% y un 35%
respectivamente terminaban desarrollando una ES definida, siendo este porcentaje del

80% cuando estaban presentes ambas alteraciones.
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En 2011, Valentini et al. ® observaron que realizando pruebas diagnosticas
sencillas como un ecocardiograma, unas pruebas de funcion respiratoria (PFR) y una
manometria esofagica a pacientes que cumplian criterios de pre ES hasta un 42%
presentaban hallazgos patoldgicos subclinicos. Por lo tanto, existe un numero importante
de pacientes que no tienen esclerosis cutanea ni tampoco cumplen criterios de
esclerodermia sine esclerodermia (definida por FR o equivalente, hallazgos serologicos y
capilaroscopicos tipicos y afeccion organica tipica sin endurecimiento cutaneo) pero que
ya tienen afeccion organica inicial, de manera que se clasifican como Pre ES o ES inicial.
Los dos términos Pre ES o ES inicial se utilizaron indistintamente hasta que en el 2013
se definieron los criterios actuales de clasificacion de ES que solamente debian cumplir
los pacientes con ES establecida. Sin embargo, en la cohorte del RESCLE ¥ hasta un
15% de los pacientes catalogados de pre ES podian cumplir los criterios definidos. Por
este motivo en el 2017 Trapiella et al. 8.3% %, en un estudio realizado con el registro
RESCLE, reclasificaron los pacientes catalogados de pre ES en 2 subtipos: pre ES
definida por FR y ANA especificos de ES o con patron de IFI nucleolar o alteraciones
capilaroscopicas compatibles con ES y ES inicial cumplen criterios de pre-ES y ademas
presenta afeccidn esofagica incipiente (EEI hipotenso), descenso de la capacidad de
difusion de mondxido de carbono (DLCO) sin EPI 0 HAP, disfuncién diastélica de VI en
el ecocardiograma o manifestaciones musculoesqueléticas como UD, telangiectasias,
calcinosis o artritis. Ademas se observd que el 28% de los pacientes clasificados como
ES inicial evolucionaban a ES definida, siendo el porcentaje significativamente mayor
que los pacientes catalogados como pre-ES, ya que éstos tan solo evolucionaban hasta
cumplir criterios de ES definida en un 8.3% 28, La clasificacion propuesta en este trabajo

fue considerada la mas apropiada en el articulo de revision del Profesor Matucci Cerinic
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Por lo tanto, se define como pre-ES, a los pacientes que presentan FR y ANA
especificos de ES o con patron nucleolar o alteraciones capilaroscopicas compatibles con
ES; ES inicial si ademas de cumplir criterios de pre-ES presenta afeccion esofagica
incipiente, descenso de la capacidad de difusion de mondxido de carbono (DLCO) sin
EPI o HAP, disfuncion diastolica de VI en el ecocardiograma o manifestaciones
musculoesqueléticas como UD, telangiectasias, calcinosis o artritis. El grupo con ES
inicial puede cumplir en un porcentaje de alrededor del 15% los criterios de clasificacion
ACR/EULAR de ES mientras que el grupo con pre-ES no pueden cumplir los criterios.
Por ultimo, se define como ES definida o establecida a los grupos subtipo cutaneo difusa,

limitada y a la sine esclerodermia *°.

1.6 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas son diversas, e importantes de cara al diagnéstico y

clasificacion de la enfermedad.

La clinica derivada de la afeccién cutanea (prurito, despigmentacion, aunque
puede producir gran morbilidad, no se asocia a aumento de la mortalidad %', Sin
embargo, la enfermedad cutanea rapidamente progresiva y con extension importante, es
un factor asociado a aumento de la mortalidad y a mayor afeccion organica 2.

La afeccion musculoesquelética se puede manifestar con clinica de artralgias,
poliartritis (artritis reumatoide-like), roces tendinosos, calcinosis y contracturas

articulares 4.



Introduccion

La afeccion pulmonar en forma de EPI esté presente en el 80% de los pacientes
con ES, pero solo el 25-30% desarrolla enfermedad pulmonar progresiva **. Es una
manifestacion temprana de la ES, apareciendo en los primeros 5 afios del inicio de la
enfermedad y se estabiliza a los 4-6 afios del inicio de la ES, por lo que es necesario un

cribaje exhaustivo inicial, mediante TC al inicio y PFRs periddicas 44-4°.

La HAP afecta al 15% de los pacientes con ES 4. Al contrario que otras
manifestaciones de 6rganos internos que son mas frecuentes en el subtipo cutaneo difusa,
la HAP es mas frecuente en el subtipo cutaneo limitada. Debido a que la HAP es una
afeccion organica potencialmente letal, el cribaje y deteccion precoz han mejorado su
prondstico. Si bien el ecocardiograma transtoracico se utiliza para el cribaje de la HAP,
la regurgitacion tricuspidea puede estar ausente en un 15-20% de los pacientes. El
algoritmo DETECT incorpora parametros clinicos, de laboratorio, las PFR y el

ecocardiograma para la deteccion precoz de la HAP.

La afeccidén del aparato gastrointestinal es practicamente universal en la ES,
aunque su gravedad es variable *. La afeccion del aparato digestivo alto es frecuente °.
La clinica gastrointestinal en la ES consiste en reflujo gastroesofagico, estrefiimiento,
diarrea e incontinencia anorrectal. Ademas, puede existir GAVE y causar anemia silente;

el GAVE se ha asociado a anti-RNAP 111 en varios estudios 8.

La CRE se define por el desarrollo de microangiopatia trombdética (MAT), con
una fase acelerada de hipertension e insuficiencia renal aguda; sin embargo, hay que tener
en cuenta que, algunos casos son normotensivos y predomina la MAT. °. La positividad

de anti-RNAP 111 es un factor de riesgo de presentar CRE, ya que un 25% de los casos
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positivos desarrollaran CRE. Sin embargo, la frecuencia de CRE esta disminuyendo los
ultimos afios, esta disminucion pudiera reflejar el aumento en la deteccion de subtipos
con menor riesgo, como la ES cutanea limitada ! y también la instauracion mas precoz e

intenso de tratamiento vasodilatador

La afeccion cardiaca en la ES esta probablemente infraestimada °2. Los pacientes
pueden debutar de manera brusca con insuficiencia cardiaca grave, sin haber sido
previamente reconocida. La enfermedad cardiaca oculta, podria contribuir a la muerte
stbita en algunos pacientes con ES %3, El realce de gadolinio objetivado por RM es un
hallazgo que confirma fibrosis cardiaca focal o difusa; sin embargo, si la fibrosis es menos

evidente podria no observarse.

1.7 Supervivencia y factores pronosticos.

La supervivencia en la ES ha mejorado en los Gltimos afios debido al diagnéstico
mas temprano de la enfermedad y a las nuevas herramientas de tratamiento, pasando de
ser la supervivencia acumulada a los 10 afios de un 54% en la década de los 60 hasta un
66% en la década de los 90, seglin un estudio realizado en la cohorte de Pittsburg >*. En
esta cohorte se describio un cambio en las causas de muerte, pasando de ser la primera
causa de muerte la CRE a la afeccién pulmonar (EPI o HAP) en la actualidad. En esta
misma linea, en un estudio de las causas de muerte, supervivencia y factores prondsticos
del registro RESCLE en el que se incluyeron 879 pacientes, el 55% de las muertes
ocurrieron por causas atribuidas a la ES siendo la HAP la principal causa (16.6%). Se
identificaron como factores pronosticos independientes el subtipo cutaneo difusa, la edad

al inicio de la enfermedad, la CRE, la EP1y la HAP .
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En un metaanalsis francés reciente, Pokeerbux et al. °® sitan la supervivencia
global a los 5 afios en 85.9%. Sin embargo, existe amplia variacion en la misma segun la
diferente metodologia de los trabajos, fundamentalmente porque algunos autores
consideran el inicio de la enfermedad como la fecha de inicio del FR y otros consideran
el inicio de la misma como la fecha a la que empieza la primera manifestacion clinica
distinta al FR. Rubio et al. °” en un metaanalisis donde se revisan 43 estudios con mas de
13.500 pacientes, observan una supervivencia acumulada estimada desde el FR del 87.6%
alos 5 afos y del 74.2% a los 10 afios, mientras que desde el primer sintoma diferente al
FR del 84.1% a los 5 afios y del 75.5% a los 10 afios. Sin embargo, no solo las diferencias
metodoldgicas justifican la diferente supervivencia entre series, sino que también influye
la proporcion distinta de los diferentes subtipos cutdneos. De esta manera, en un trabajo
del registro RESCLE las supervivencias a los 5, 10, 20 y 30 afios en los subtipos cutaneos
ES limitada y difusa fueron 97%, 95%, 85%, 81% y 91%, 86%, 64% y 39%,

respectivamente %%,

Por Gltimo, las diferencias en la supervivencia acumulada en las distintas cohortes
también puede justificarse por la diferente prevalencia de factores asociados a peor
prondstico, entre los que se encuentran ademas del subtipo cutaneo difusa, las afecciones
viscerales graves pulmonar (EPI y HAP), cardiaca y renal, el sexo masculino, la edad

avanzada en el momento del diagnostico y la presencia de ATAI %5579,

En el metaanalisis francés previamente mencionado con mas de 11.700 pacientes,
se identificaron como factores asociados a peor prondstico la edad al inicio, el sexo

masculino, el origen africano, el subtipo cutaneo difusa, la presencia de ATAI, la afeccion
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cardiaca, renal, la EPI, la HAP vy la presencia de cancer °°.

1.8 Tratamiento

En 2017 los grupos EULAR/EULAR Scleroderma Trials and Research

(EUSTAR) y BSR/BHPR (British Society of Rheumatology/British Health Professionals

in Rheumatology) realizaron recomendaciones en relacion al tratamiento basadas en

evidencia clinica, si bien algunas de ellas han variado estos Gltimos tiempos © (ver tabla).

Afeccidn organica

Recomendacién
EULAR/EUSTAR

Recomendacién
BSPR/BHPR

Fendmeno de
Raynaud

Calcio-antagonistas
dihidropirimidinicos
Prostanoides
Inhibidores PDE5

Educacion (evitar frio, cesar
consuno de tabaco)
Calcio-antagonistas y ARAII
Prostanoides

pulmonar

Inhibidor PDE5
Prostanoides iv

Fluoxetina Inhibidores PDES
Simpatectomia palmar
Ulceras digitales lloprost ev Vasodilatadores orales, analgesia
Inhibidores PDE5 y tratamiento de la infeccion
Bosentan Prostanoides iv
Inhibidores PDE5
AREs
Simpatectomia palmar
Hipertension arterial | ERA Diagnostico correcto con

cateterismo derecho
ERA

cutaneo

Trasplante de células madre
autologo

Riociguat Inhibidor PDE5S
Prostanoides iv
Riociguat
Diuréticos y oxigeno si indicado
Endurecimiento Metotrexate Metotrexate, micofenolato,

ciclofosfamida, esteroides orales o
rituximab

Ciclofosfamida, azatioprina o
micofenolato de mantenimiento
Hidratacion (lanolina)
Antihistaminicos

Tratamiento de las telangiectasias

Enfermedad
pulmonar intersticial

Ciclofosfamida
Trasplante de células madre
autologo

Ciclofosfamida
Micofenolato
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Ciclofosfamida, azatioprina o
micofenolato para mantenimiento

Crisis renal
esclerodérmica

IECA

Monitorizacion de la presion
arterial y funcion renal en
pacientes con esteroides

Identificar pacientes de riesgo y
monitorizacién de la presion
arterial

IECA

Otros antihipertensivos para casos
refractarios

Gastrointestinal

IBP
Procinéticos
Antibioticos rotatorios

IBP

Antihistaminicos H2
Procinéticos

Nutricion parenteral si indicado
Antibidticos rotatorios
Laxantes y antidiarreicos si
indicado

Cardiaca

IC sistolica:

Inmunosupresion

Marcapasos, DAI

IECA, carvedilol
Betablogueantes con precaucion
IC diastolica:

Diuréticos

Calcioantagonistas

Calcionosis

Antibiéticos si sobreinfeccion
Farmacos: Hidréxido de aluminio,
calcioantagonistas, bifosfonatos,
colchicina, inmunoglobulinas,
infliximab, minociclina, rituximab
y Warfarina

Intervenciones: inyeccion de
esteroides, tratamiento con laser y
litotripsia

Cirugia en casos graves

Musculoesquelética

Inmunosupresores
Aurtritis y miositis segun protocolo

1.9 Autoinmunidad en la esclerodermia

1.9.1 Importancia de la autoinmunidad

Los ANA son un pilar fundamental en desarrollo de la enfermedad, ya que cada

vez existe mas evidencia de su potencial patdgeno y de su aparicion en fases tempranas
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de la ES. En torno a un 95% de los pacientes con ES expresan anticuerpos, algunos muy
especificos de la enfermedad. Son importantes también en relacién a la afeccion organica,
debido a que los distintos anticuerpos especificos se asocian a diferentes afecciones
clinicas. Ademas, el perfil serolégico identifica subgrupos de pacientes con diferente
progresion de la enfermedad, siendo util en el diagnostico y clasificacion de la ES. Los
anticuerpos también tienen implicaciones en el tratamiento, ya que identifican grupos de
pacientes en riesgo de desarrollar manifestaciones clinicas al administrarle determinados
farmacos, como ocurre en los pacientes que son anti-RNAP I11 positivos, que teniendo
mas riesgo de enfermedad articular inflamatoria, puede desencadenarse una CRE al
administrarse glucocorticoides ®'. Concomitantemente, tienen repercusion en el
seguimiento de la ES, ya que las pruebas solicitadas y el intervalo entre ellas se adecuaran

en parte al anticuerpo expresado.

Existe algunos hallazgos que apoyan el hecho de que los anticuerpos presentan un
papel importante en la patogenia de la enfermedad 62:

- Son altamente especificos y no suelen presentarse en otras conectivopatias.

- Existen diferentes fenotipos clinicos y prondsticos segun el anticuerpo expresado.

- En fases tempranas de la enfermedad se encuentran a titulos altos, lo que puede
indicar que participen en el proceso inicial.

- En estudios de investigacion basica se ha observado que los ATAI circulante
inducen un fenotipo proinflamatorio en los fibroblastos, uniéndose e
internalizandose en los mismos. De esta manera, el fibroblasto contribuye a la
inflamacion que precede y acompafia a la fibrosis, aumentando la produccién de
matriz extracelular (MEC) via I1L-6 53,

- Los titulos del ATAI ® se han relacionado con la gravedad de la enfermedad.
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En el caso del anti-RNPC3, los pacientes con afeccion gastrointestinal grave
presentan con mas frecuencia positividad para el anticuerpo que los pacientes con
clinica mas leve ®°

El anti-proteina 16 inducible por interferén gamma 16 (IFI 16) se relaciona con la
presencia de afeccidn vascular periférica, siendo ésta méas grave cuanto mas altos
son los niveles de anticuerpos. Ademas, los niveles disminuyen a partir de los 6

meses previos o posteriores a la manifestacion clinica .

Se han descrito anticuerpos con potencial patogénico en la iniciacion y progresion

de la fibrosis y vasculopatia, llamados “anticuerpos funcionales”, la mayoria sin

aplicabilidad clinica hasta el momento 878 por la dificultad de determinarlos. Algunos

ejemplos son:

Anticuerpos anti células endoteliales. Pueden producir activacion y apoptosis
de la célula endotelial asi como estimulo proinflamatorio y profibrético con
liberacion de citoquinas, lo que conlleva dafio endotelial y activacion del
fibroblasto. Se han asociado con manifestaciones clinicas vasculares,
perivasculares y vasculares pulmonares graves %, asi como presencia de EPI 7°,
hipotetizandose que el remodelado vascular inducido por estos anticuerpos

pudiera ser previo al desarrollo de fibrosis pulmonar y contribuir a la misma .

Anticuerpos anti fibroblasto. Inducen un fenotipo proinflamatorio en el

fibroblasto, por expresion del ICAM-1y la produccion de IL-1a, IL-1p e IL-6 "2,

También se han relacionado con la presencia de EPI y la positividad de ATAI 7
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Anticuerpos anti fibrilina-1. Se ha objetivado que pueden activar el fibroblasto
de la dermis mediante la liberacion del factor de crecimiento transformante-betal

(TGF- B1) contenido en la MEC 4.

Anticuerpos anti receptor del factor de crecimiento derivado de plaguetas
(PDGF). Estos anticuerpos se han relacionado con la sobreexpresion de genes de
colageno tipo 1 mediante la cascada ROS . Ademas, se ha descrito que activan
las células musculares lisas pudiendo contribuir a la patogenia de la hiperplasia
de la intima vascular, participando en el dafio vascular caracteristico de esta

enfermedad .

Anticuerpos anti MMP-3. Las metaloproteinasa de la matriz (MMP) son las
principales enzimas encargadas de eliminar el excesivo colageno de la MEC. Los
anticuerpos contra estas enzimas se han relacionado con fibrosis en el pulmén, la
piel y los vasos renales, sugiriéndose que pudieran jugar un papel patogénico

importante en la ES al reducir el recambio del colageno de la MEC 7.

Anticuerpo anti receptor de angiotensina Il tipo 1y anticuerpo anti receptor
de ET-1. Son anticuerpos funcionales que se han relacionado con mayor riesgo
de muerte y de manifestaciones vasculares como la HAP y la CRE.

Anticuerpo anti IFI-16. La regulacion de los genes inducidos por interferén se
ha descrito en la ES y en otras enfermedades autoinmunes . La IFI-16 es
miembro de la familia de genes HIN200, que codifica las fosfoproteinas nucleares
IFI16, IFIX, MNDA y AIM-2. Estas proteinas actGan como receptores de

reconocimiento de patrones innatos, detectando el DNA bicatenario de los
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patdgenos invasores. Se ha descrito su asociacion con subtipo cutaneo limitada,

asi como a manifestaciones vasculares graves '°,

1.9.2 Métodos de deteccion

Existen fundamentalmente cuatro técnicas de laboratorio: la IFI, el inmunoensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), la inmunodifusion y el inmunoblot &

para detectar anticuerpos.

a) Inmunoflourescencia indirecta

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) sobre células HEp-2 como técnica de
deteccion de ANAs fue descrita en 1950 8 y sigue siendo método de cribaje de eleccion
82 Es una técnica laboriosa que consiste en diluciones seriadas del suero y determinacion
visual del patrén de fluorescencia, por lo que esta ligada a la subjetividad del que lo
interpreta. La poblacion general puede presentar ANA positivos mediante IFI, variando
entre 31.7% a una dilucion 1:40 al 5% con dilucién de 1:160, utilizdndose ésta Gltima en
muchas ocasiones como el punto de corte en la significacion clinica 8. Se han
desarrollado técnicas de lectura automatica con las que se consigue una adecuada

correlacion de lectura comparada con la visual 84,

Existen diferentes patrones de inmunofluorescencia que se asocian a distintas

especificidades antigénicas ®. Los patrones asociados a ES y sus especificidades son:

- Nuclear homogéneo (AC-29) se relaciona con el ATAI 8,
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- Centromérico (AC-3), que lo presentan anticuerpos anti-centromero B/anti-

centromero A (anti CENP-B/CENP-A) &',

- Moteado fino (AC-4), asociado a anticuerpos anti-Ku, .

- Nucleolar homogéneo (AC-8), relacionado con el anti-Th/To &y el anti-PM/Scl

90

- Nucleolar grumoso (AC-9), relacionado con anti-U3RNP (anti-fibrilarina), %%,

- Nuclear punteado (AC-10), que se relaciona con el anti-NOR90 y el anti-RNAP

i 93,94

- Patrén anti- antigeno nuclear de células en ploriferacion (PCNA) (AC-13). Sin

antigenicidad conocia. No es especifico de ES pero puede encontrarse %°.

- Patrén reticular/miopatia inflamatoria (AC-21) asociado a sindrome de

solapamiento entre colangitis biliar primaria y ES %97,

- Patrén centrosoma o centriolo (AC-24) %,

- Patrén NuMa-like (AC-26) detectados en ES, aunque también en Sindrome de

Sjogren o Lupus Eritematoso Sistémico (LES) %°.

b) Ensayo por Inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Latécnica de ELISA se puede utilizar como cribaje de ANAS en centros con gran
nimero de muestras 1% o para la deteccion de diferentes anticuerpos. Es una técnica
rapida y globalmente tiene una sensibilidad entre 77-100% %%, La clave de la técnica es
el anticuerpo que se utilice, ya que marcara la sensibilidad y especificidad de la misma.
Existen tres formatos bésicos: el ELISA directo, en el que el anticuerpo se conjuga con
una enzima, para detectar el antigeno inmovilizado en placa; el indirecto, donde un
segundo anticuerpo se utiliza para amplificar la sefial del primer anticuerpo unido al

antigeno y el ELISA en sandwich, en el que un anticuerpo en una placa inmoviliza el



Introduccion

antigeno y posteriormente un segundo anticuerpo conjugado con enzimas reconoce un

epitopo diferente del mismo antigeno 102193,

¢) Inmunodifusién

Se trata de la difusion en una matriz semi solida del precipitado formado por la
reaccion de antigeno y anticuerpo en adecuadas proporciones. Esta técnica esta siendo

sustituida por ELISA .

d) Inmunoblot

El inmunoblot o western blot, es una técnica utilizada con frecuencia durante los
ultimos afios para la deteccion de anticuerpos especificos de determinadas enfermedades,
por su rapida medida y la determinacion en una sola técnica de varios anticuerpos %4,
Consta de tres fases, la primera de separacion de proteinas por tamafio, la segunda de
transferencia a un soporte sélido y una tercera de marcacion de proteinas con el uso de
anticuerpos apropiados 1%, Dicha técnica nos permite analizar un gran ndmero de
anticuerpos especificos de la ES. Disponemos de una técnica comercial (EUROLINE
Systemic Sclerosis Profile, Euroimmun, Germany), que permite la deteccion conjunta del
anticuerpo anti-Scl70 o ATAI, anti-centromero (anti-CENP A y anti-CENP B), anti-
RNAP I1I (anti-RP 11 y anti-RP155), anti-fibrilarina o anti-U3RNP, anti-NOR90, anti-
Th/To, anti PM/Scl (anti PM/Scl 75 y anti PM/Scl 100), anti-Ku y anti-PDGFR. Con ello

contamos con una Gtil herramienta diagnostica en la préactica clinica.

Sin embargo, a pesar de que se determinan hasta 9 anticuerpos por esta técnica,
existen algunos que no estan incluidos. Por otro lado, es la técnica mejor validada para

el anti-RNAP 111.
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e) Tecnologia multianalitica basada en particulas (particle-

based multi-analyte technology, PMAT).

La técnica multianalitica basada en particulas (PMAT, siglas en inglés), es una
nueva técnica desarrollada por el laboratorio Inova en la que los antigenos se acoplan a
particulas paramagnéticas, analizandose el resultado de esta union mediante tecnologia
de imagen digital.
Cada antigeno se acopla a una particula diferente. Durante una primera incubacion, el
suero diluido se afiade a una mezcla de particulas, y durante la misma los anticuerpos
especificos (si estan presentes) se unen a autoantigenos afines. Los anticuerpos no unidos
se eliminan mediante una fase de lavado, y seguidamente una fase de incubacién en una
solucion que contiene un anticuerpo secundario conjugado con ficoeritrina.
Posteriormente las particulas se transfieren a una camara donde existen diodos que
iluminan las particulas mediante luz de distintos espectros. Un diodo emisor de luz
identifica las particulas (y consecuentemente el analito que se detecta) y un segundo diodo
determina la magnitud de la sefial derivada de la ficoeritrina. Una camara de alta

resolucion captura la imagen y detecta la intensidad de fluorescencia.

f) Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion (IP) es la técnica mas sensible y especifica. Se utiliza para
separar proteinas que estan unidas a anticuerpos especificos, mientras que la co-IP se
utiliza para identificar interacciones proteina-proteina entre la proteina unida al
anticuerpo y proteinas adicionales detectadas por inmunoblot. Funciona uniendo
anticuerpos a la proteina A. La proteina A es una proteina bacteriana con gran afinidad

por los anticuerpos IgG. La proteina A se une a perlas de agarosa. Primero se incuba el
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anticuerpo con las perlas de agarosa conjugadas a la proteina A 'y después se incuba la
solucion de la proteina muestra (extracto de una linea celular humana) con el complejo
anticuerpo-agarosa. Posteriormente se centrifuga la muestra a baja velocidad y el
complejo de proteinas-anticuerpo unido a perlas de agarosa formard un granulo que se

podra separar del sobrenadante 1%,

1.9.3 Anticuerpos especificos de esclerodermia:
descripcion y perfil clinico prondstico

a) Anti centromero

El ACA se describié en 1980 por Moroi et al. 1% Se dirige fundamentalmente
frente a tres proteinas centroméricas con un peso molecular de 17kDa (CENP-A), 80kDa
(CENP-B) y 140kDa (CENP-C) %, Se pueden identificar mediante IFI, ELISA o
inmunoblot, estos ultimos con una alta sensibilidad y especificidad. Presenta una
prevalencia del 30.2% en la ES, pudiendo variar segin estudios ’. En un estudio
multicéntrico reciente del registro RESCLE, y de igual manera que en trabajos previos,
se ha visto asociado a ES subtipo cutaneo limitada y a ES sine esclerodermia, con un
tiempo prolongado entre el inicio de la enfermedad y el diagndstico, comparado con los
pacientes positivos para ATAI o anti-RNAP I11. En relacion a la afeccion organica, un
10-20% desarrollan HAP a lo largo de su trayectoria de enfermedad. Por otro lado, los
pacientes que expresan ACA desarrollan con menos frecuencia de artritis, EPIl y EPI
grave (definida como EPI con FVC<70%) 1%°. Aunque su papel protector hacia la misma
esta establecido 1% ni en este estudio ni en un trabajo multicéntrico francés reciente

se encontrd asociacion con la mortalidad °°.

43



44

Introduccion

b) Anti topoisomerasa |

El ATAI o anti-Scl 70 describi6 por primera vez en suero de pacientes de ES como
una inmunoglobulina que reaccionaba frente a una proteina de 70kDa en 1979 2, Las
técnicas de deteccion més usadas son el ELISA y el inmunoblot en papel, con una alta
sensibilidad y especificidad. La prevalencia es variable, situandose en torno al 20% y con
una alta especificidad para diagnostico de ES 3. Existen estudios que apoyan la
evidencia de que el ATAI tiene un papel importante en la patogenia de la enfermedad, ya
que se encuentra en estadios precoces de la mismay niveles altos del anticuerpo medidos
por ELISA se han asociado a mayor gravedad de la enfermedad %14, No obstante, los
mecanismos moleculares y celulares segun los cuales tenga influencia patogénica no
estan demostrados

Clinicamente se asocia a mayor mortalidad y a manifestaciones organicas graves
como EPI, que suele desarrollarse al inicio de la enfermedad. Es por ello, que
especialmente a estos pacientes debe realizarse cribaje estrecho al diagndstico de la
misma con tomografia computarizada (TC) y PFR y posteriormente con PFR cada 6
meses para detectar la afeccidn en fase precoz. EI ATAI también se ha asociado a afeccion

musculoesquelética, cardiaca, presencia de proteinuria y al subtipo cutaneo difusa *°.

c) Anti RNA polimerasa Il

El anti-RNAP 111 se describié por primera vez en 1993 16, EI RP155 se identificd
como el mayor epitopo reconocido por el anti-RNAP I11. Existen anticuerpos anti-RNAP
I, 11y 1. Los anti-RNAP 11 se pueden detectar también en pacientes sin ES 7. Se pueden
determinar mediante ELISA, inmunoblot o IP. La prevalencia oscila dependiendo de
grupos étnicos y areas geograficas: en norteamericanos caucasicos y en el reino unido se

sit(ia entre 20-25% mientras que en japoneses y franceses en el 5% 18119 Se desconoce
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el papel patogénico, clinicamente se asocian al subtipo cutaneo difusa, CRE y la presencia
de ectasia vascular antral gastrica (GAVE) 109120121 = Concomitantemente se ha
demostrado su relacién con cancer y se ha visto relacionado el inicio de la enfermedad en
pacientes que expresan anti-RNAP 111 con la presencia de cancer sincronico (cancer que

se diagnostica en torno a 3 afios del comienzo de la ES) 21122,

d) Anti-PM/Scl

En anticuerpo anti-PM/Scl se describié en 1977 por Wolfe et al. 12® en pacientes
con sindrome de solapamiento polimiositis/ES. EI complejo PM/Scl se compone de
maltiples unidades de la cuales las moléculas de 75 y 100kDa son las mas antigénicas. Se
pueden determinar mediante ELISA utilizando el péptido PM-1 alfa o el antigeno humano
recombinante PM/Scl 100; también mediante IP o inmunoblot. Clinicamente se asocian
a menor edad al inicio de la enfermedad, mayor afeccion musculoesquelética, asi como
mayor presencia de artritis inflamatoria y de calcinosis 2. Aunque se ha relacionado con
mas frecuencia de afeccion pulmonar en forma de EPI, ésta es de menor gravedad,
presentando los pacientes mejor prondéstico global cuando se comparan por un lado con
pacientes que son anti-PM/Scl negativos y también cuando son comparados con enfermos

que expresan ATAI 125126 E| anti-PM/Scl se ha asociado también a cancer 27,

e) Anti-fibrilarina
El anti-fibrilarina o anti-U3RNP (U3-ribonucleoproteina) se detecta por primera
vez en 1985 mediante IP, como anticuerpos que precipitaron la U3 ribonucleoproteina,
de 34kDa 28, Se pueden detectar mediante IP o inmunoblot, presentando en la IFI un

patron nucleolar, igual que el anti-PM/Scl y el anti-Th/To. En Estados Unidos se ha

objetivado una prevalencia del 4-10% 2%, En cuanto a la clinica, se asocian a afeccion
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muscular, a desarrollo de HAP 4712131 y 3 afeccion intestinal en forma de cuadros

pseudoobstructivos y malabsorcion 132,

f) Anti-Th/To

El anti-Th/To se describié por primera vez en 1982 como un anticuerpo anti
nucleolar que precipita las ribonucleoproteinas (RNP) asociadas con los RNA H1/8-2 y
Th/7-2, que son componentes de las enzimas RNAsa P y RNAsa MRP respectivamente,
cuya funcion es procesar el RNA #3134 E| mejor método para determinarlos es la IP,
aungue también se pueden detectar por inmunoblot o PMAT. Se encuentra en la ES en
un 2-5%, y se ha relacionado con menor duracion del FR, afeccion pulmonar en forma de
EPI o hipertension arterial pulmonar y miositis inflamatoria, siendo la supervivencia

acumulada menor que la que presentan otros anticuerpos "%

g) Anti-Ku

El anticuerpo anti-Ku fue descrito por primera vez en 1994 3, El antigeno Ku es
una proteina de unién al DNA implicada en procesos de reparacion del DNA, actualmente
considerado con un heterodimero de subunidades de 70 y 80 kD **’. La determinacion se
puede  realizar  mediante  inmunoblot, inmunoensayo  en linea vy
contrainmunoelectroforesis %, La prevalencia de anti-Ku en la ES es de en torno un 2%,
y se asocia sobre todo a afeccion musculoesquelética como miositis o artritis y a EPI
139,140 No son anticuerpos exclusivos de ES, sino que también los pueden expresar

pacientes con LES o miopatias inflamatorias 141142,

h) Anti-U1 RNP
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El anticuerpo anti-U1-RNP se describié mediante doble inmunodifusion en
asociacion con anti-Sm en 1984 143, Estan dirigidos contra tres proteinas (llamadas 70
kDa, Ay C) implicadas en el splicing del RNA premensajero 144, Se encuentra asociado
a niveles elevados de ANAs observandose un patron moteado puro en la IFI, pudiéndose
determinar ademas por inmunoblot 18, Se expresa en un 5% de los pacientes con ES 1*°.
Clinicamente se relaciona con el subtipo cutaneo limitada, afeccion articular y la
presencia de HAP 7. Asimismo, teniendo en cuenta el conjunto de las conectivopatias, se

detecta en un 11% de los pacientes que presentan HAP.

) Anti-NOR90/hUBF

El anticuerpo anti-Nor 90 se describié 1987 %6, El antigeno del anti-NOR90 es el
human upstream binding factor (hUBF), que consiste en un doblete de polipéptidos
implicados en la transcripcion de RNA polimerasa 1 **’. En la IFI se observa patron
nucleolar 8, pudiéndose detectar por inmunoblot.. La prevalencia es del 6.9%, no siendo
especifico de ES sino que se ha descrito en otras enfermedades autoinmunes %48, En ES

se asocia clinicamente a subtipo cutaneo limitada y a pronostico favorable 49,

j) Anti-U11/U12

El anti-U11/U12 o anti-RNPC3 se describid por primera vez en una paciente con
ES subtipo cutaneo difusa en 1993 por Gilliam et al. . llamados asi debido al antigeno
dominante de 65kDa del complejo U11/U12, al que van dirigidos. Se puede detectar por
IP 0 por PMAT, encontrandose con una frecuencia del 4-5% en la ES ®>%°1, Clinicamente
se relaciona con manifestaciones clinicas graves, como EPI o afeccidn gastrointestinal y

la presencia de cancer sincronico %>1°1:152,
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k) Anti-RuvBL1/2

El anticuerpo anti-RuvBL fue descrito en el afio 2014. Van dirigidos contra un
hexdmero localizado en el nucleoplasma, consistente en RuvBL1 y RuvBL2, implicado
en numerosos procesos celulares como la reparacion del DNA, la transcripcion o el
remodelado de cromatina °3. Produce un patron moteado nuclear en la IFl, habiéndose
identificado también en pacientes ANA negativos. Se puede detectar por IP %1% Tiene
una prevalencia del 1.7% y se asocia a afeccién musculoesquelética y a subtipo cutaneo

difusa °°.

) Anti-elF2B

Recientemente se ha descrito el anticuerpo anti-elF2B, que se caracteriza por ser
ANA negativo, presentando en la IFI un patron citoplasmatico. Van dirigidos contra el
factor de iniciacion eucariotico 2B, esencial en la iniciacion y regulacién de la sintesis
proteica en células eucariotas 1°. Se puede detectar por IP 7. Se relaciona con ES difusa
en un 89% de los pacientes y presencia de EPI en el 100%. La afeccion articular es

frecuente y se ha descrito su asociacion con artritis reumatoide 4%’
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Justificacién del estudio

La esclerodermia es una enfermedad autoinmune del tejido conectivo
caracterizada por fibrosis de la piel y 6rganos internos, activacion del sistema inmune y
dafio micro y macrovascular, asi como estrés oxidativo >!°8. Investigaciones recientes
indican que el sistema inmune juega un papel fundamental en la patogenia %, Un
aspecto importante, es que la gran mayoria de los pacientes tienen ANAS positivos.
Ademas, la reaccion de los ANAs contra diferentes componentes intracelulares tiene
importancia en la transcripcion, splicing, y division celular, conllevando la expresion de
anticuerpos especificos ©. Los criterios clasificatorios mas recientes, del ACR/EULAR
2013 incluyen los anticuerpos ACA, ATAI y anti-RNAP 111 %, Los ACA estan asociados
con el subtipo cutaneo limitada, HAP y mejor prondstico que los pacientes con otros
anticuerpos especificos "161162_ E| ATAI se relaciona con enfermedad cutanea difusa y
EPI 61, El anti-RNAP 111 se ha relacionado con el subtipo cutaneo difusa, el desarrollo
de CRE, la presencia de GAVE 109116.120.121161.163 y, |3 nresencia concomitante de cancer
121122164 por otro lado, diferentes genes se han asociado con la expresion de distintos
anticuerpos, pudiéndose definir el perfil clinico del paciente segin la expresion de un
anticuerpo determinado, lo que viene determinado por distinta expresion génica.

Por lo tanto, segun el anticuerpo expresado se puede predecir el curso clinico de
la ES. Con esta hipotesis, conocer qué anticuerpo expresa cada paciente y las
caracteristicas clinicas relacionadas, es una herramienta Util para diagnosticar y tratar las
manifestaciones graves de la enfermedad, pudiéndose adaptar las diferentes
exploraciones complementarias realizadas a cada paciente y predecir el curso clinico que

seguira cada paciente, segun el anticuerpo expresado.
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Estudio de investigacion 1: Perfil clinico prondéstico de los pacientes con

esclerodermia y anticuerpos anti-RNA polimerasa 111

En un metaanalisis reciente se establecio una prevalencia global del anti-RNAP
I11 del 11% de pacientes con ES, con gran heterogeneidad debido a factores demograficos
y geograficos 1%°. Hasta la actualidad pocos estudios se han centrado en el analisis de las
caracteristicas de los pacientes que expresan este anticuerpo en cohortes del sur de Europa
164,1667169_

La asociacion entre CRE y presencia de anti-RNAP 11l es conocida 764170172,
describiéndose una prevalencia de CRE en los pacientes que expresan el anticuerpo del
24% 172, La CRE ocurre en el 5% de los pacientes con ES, estando presente el anti-RNAP
I11 en el 58% de los casos 1. Clinicamente los hallazgos méas frecuentemente observados
son la hipertension arterial en un 78% de los pacientes, encefalopatia hipertensiva en un

58% y microangiopatia trombotica en un 56% 2.

Un aspecto a tener en cuenta es la asociacion del anti-RNAP 1l con cancer
sincronico. En el afio Shah et al. 22, identificaron que el anti-RNAP 1l podria estar
relacionado con cancer en una pequefia cohorte de 5 pacientes. Concomitantemente, Aird
et al. 13, en el afio 2010 describieron una relacion similar en un pequefio grupo de
pacientes. Estos hallazgos se confirmaron en 2014 por Moinzadeh et al *2X., en una cohorte
de mas de 2100 pacientes con ES, donde el 7.1% padecieron cancer. De ellos se observo

que el 26.6% de los pacientes fueron positivos para anti-RNAP 11I.

En escasos estudios también se ha descrito la asociacion de anti-RNAP 11l con

el GAVE 173, En el afio 2010 Ceribelli et al. 1", identificaron en una cohorte italiana que
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el 25% de los pacientes con ES que expresaban anti-RNAP Il presentaban GAVE
diagnosticado por fibrogastroscopia, mientras que 0% de los pacientes con ATAI
positivo. Estos hallazgos se confirmaron en un estudio del grupo EUSTAR 4 en el que

se objetivo asociacion con la presencia de anti-RNAP 11 (OR 4.6; 95%Cl 1.2-21.1).

Hasta hace unos afios era dificil determinar la positividad para anti RNAP Il1, ya
que la Unica técnica por la que se podia detectar era por IP con los inconvenientes
conocidos como la disponibilidad de un laboratorio autorizado, de personal entrenado, el
coste y la laboriosidad de la técnica. Sin embargo, en la tltima década se han desarrollado
diferentes métodos de medida para su determinacion, entre ellos el ELISA vy el
inmunoblot en papel. Se trata del anticuerpo menos frecuente de los tres incluidos en los
criterios de clasificacion (ACA, ATA anti-RNAP 111), y sobre el que menos trabajos se

han realizado.

Este estudio se realizo con el objetivo de definir las principales caracteristicas
clinico epidemioldgicas y el prondstico de los pacientes que fueron anti-RNAP I1I
positivo y compararlos con los pacientes anti-RNAP 111 negativos, en una Gnica cohorte

de un centro espariol.

Estudio de investigacion 2: Prevalencia y Perfil clinico pronéstico de los pacientes

con esclerodermia y anticuerpos anti-RNPC3

Los anticuerpos contra la ribonucleoproteina (RNP) se encuentran frecuentemente
en la ES, siendo los mas cominmente expresados el anti-U1 RNP y anti-U3 RNP (anti-

fibrilarina). Las asociaciones clinicas de estos Ac son bien conocidas ya que se pueden

53



54

Justificacion del estudio

determinar en la practica diaria. Sin embargo, las caracteristicas clinicas de los pacientes
con anticuerpos contra complejo U11/U12 del espliceosoma (o anti-RNPC3) son mucho
menos conocidas porque hasta la actualidad no se dispone de una técnica comercializada
para su determinacion. De hecho, sélo se han podido definir las caracteristicas clinico
epidemioldgicas de la cohorte en la que se detect6 por primera vez el anticuerpo a traves
de IP. Presenta una baja prevalencia en la ES (3.2 y 3.8% en trabajos publicados °%1%?),
pero con gran trascendencia clinica, ya que se ha descrito asociacion con EPI grave,
afeccion gastrointestinal grave y la presencia de cancer sincronico 151152 Por este
motivo es fundamental poder realizar estudios con técnicas de facil realizacion para asi

validar las asociaciones.

El proposito de este segundo trabajo fue evaluar la prevalencia, las caracteristicas
clinico epidemioldgicas y el prondstico de los pacientes que expresan el anticuerpo anti-
RNPC3 en dos cohortes de pacientes con ES del sur de Europa utilizando la técnica

PMAT.
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Objetivos

OBJETIVO PRINCIPAL
- Definir las caracteristicas clinico epidemioldgicas y el prondstico de los pacientes que
presentan anticuerpos especificos infrecuentes en la ES: el anti-RNAP 111 y el anti-

RNPC3.

OBJETIVOS SECUNDARIOS
1- Estimar la supervivencia en los pacientes positivos para uno y otro anticuerpo e
identificar los factores de riesgo independientes asociados a peor pronostico en cada uno

de los subgrupos.

2- Investigar la asociacidn con neoplasia de los dos anticuerpos, y la relacion temporal

entre el inicio de la ES y el diagndstico de cancer en ambos subgrupos de pacientes.

3- Definir el curso clinico de la EPI en los pacientes que expresan anti-RNPC3.

4- Describir el fenotipo clinico de los pacientes con anti-RNPC3 determinado por la

técnica multianalitica basada en particulas (PMAT) para valorar la aplicabilidad clinica

de la nueva técnica.
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Material y métodos

Estudio de investigacion 1: Perfil clinico prondstico de los pacientes con

esclerodermia y anticuerpos anti-RNA polimerasa 111

PACIENTES

Se seleccionaron 221 pacientes caucasicos (21 hombres y 192 mujeres)
diagnosticados de ES que fueron visitados en la Unidad de Esclerodermia en el Hospital
Vall d'Hebron desde 1980. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica para
Investigacion Clinica (PG (AG) 07/2015), y los pacientes incluidos firmaron el
consentimiento informado por escrito. Todos los pacientes cumplieron con los criterios
de LeRoy y Medsger ** y 196 (88.6%) cumplieron con los criterios de clasificacion
ACR/EULAR 2013 de SSc *. Doscientos veintitin pacientes fueron analizados
consecutivamente. Entre ellos, 26 presentaban positividad anti-RNAP 111 y fueron

comparados con 195 pacientes que no expresaron anti-RNAP [11.

La edad al inicio de la enfermedad se considero la de la primera manifestacion
clinica relacionada con la enfermedad incluido el FR, referido por el paciente. También
incluimos la edad al inicio de la primera caracteristica clinica diferente al FR. EI tiempo
hasta el diagnostico se definié como el intervalo desde el primer sintoma de la enfermedad

atribuible a la enfermedad, incluyendo FR hasta el momento del diagndstico.

METODOS

Los pacientes fueron clasificados de acuerdo a los subtipos de Leroy y Medsger
175 modificados. Se definieron los siguientes subtipos: ES cutanea limitada si la esclerosis
cutanea era distal a codos y rodillas, pudiendo afectar la cara; ES cutaneo difuso si la

esclerosis de la piel era proximal y distal a codos y rodillas pudiendo afectar al tronco y
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ES sin esclerodermia si el paciente presentaba: 1) FR o equivalentes vasculares (lesiones
en “mordedura de rata”, alteraciones capilaroscépicas tipicas), 2) Presencia de ANA'y 3)
afeccion visceral caracteristica de ES (HAP, EPI, CRE, hipomotilidad esoféagica o
miocardiopatia esclerodérmica) sin esclerosis cutanea.

El patron capilaroscopico se definid en “temprano”, “activo” y “tardio” segun

la clasificacion de Cutolo 76,

Definicién de Afecciones viscerales: Afeccion gastrointestinal: incompetencia del

esfinter esofagico inferior (presion < 15mmHg) e hipomotilidad esofégica, gastroparesia,
la presencia de GAVE o sobrecrecimiento bacteriano. Afeccidn hepatica: elevacion de
enzimas hepaticas sin otra causa que lo justifique, presencia de hepatitis autoinmune o
colangitis biliar primaria concomitante 7. HAP: presion arterial pulmonar media
(PAPm) > 25mmHg en el cateterismo derecho, con una presion capilar pulmonar (PCP)
< 15 mmHg y resistencias vasculares pulmonares (RVP) > 3 unidades Wood '8, Se
realizdé seguimiento de los pacientes para deteccion precoz de HAP realizando como
minimo anualmente PFR con DCO, ecocardiograma y monitorizacion clinica 1’°. EPI:
presencia de patron intersticial en la tomografia computarizada de alta resolucion
(TCAR). Afeccidn cardiaca: afeccion pericardica demostrada por ecocardiograma, TC
0 resonancia magnética nuclear (RMN); anomalias de conduccién objetivadas por
electrocardiograma; cardiopatia isquémica en ausencia de factores de riesgo vascular
(FRCV) clésicos evidenciado por cateterismo izquierdo, RMN o gammagrafia
miocardica; miocardiopatia esclerodermia o fibrosis cardiaca confirmada por RMN;
insuficiencia mitral y disfuncion diastélica sin FRCV objetivada por ecocardiograma, asi
como fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) <50% y fraccion de eyeccion
del ventriculo derecho <40% evidenciada por ecocardiograma o RMN. La CRE se definid

por el presencia de un rapido deterioro de la funcién renal en un periodo de tiempo menor



Material y métodos

de un mes o por la combinacién de hipertension arterial (HTA) de reciente aparicion o
agravamiento de HTA moderada-severa (> 160/90mmHg) y manifestaciones clinicas de

HTA maligna *°.

Los datos en relacién a la neoplasia se obtuvieron por la historia clinica e informe

anatomopatoldgico.

Determinacion de anticuerpos: Los ANA fueron determinados por IFI sobre células

HEp-2. Los anticuerpos anti-RNAP 111 fueron detectado por inmunoblot comercial para
las proteinas RP155 y RP11 (EUROLINE Systemic Sclerosis Profile, Euroimmun,
Alemania), o por ELISA (Quanta Lite RNA Pol IlI, Inova Diagnostics). Utilizando el
inmunoblot, los resultados positivos se consideraron segun los determinados por el
fabricante; los resultados dudosos fueron considerados como negativos. En el test ELISA
se definid un resultado positivo segun al fabricante del kit MBL con un valor de corte>

28 Ul / ml.

ANALISIS ESTADISTICO

Para variables categoricas se utilizo el test exacto de Fischer o chi-cuadrado,
mientras que para variables continuas el utilizado fue el T-Student. La estimacion de la
supervivencia se realizd mediante curvas de Kaplan-Meier y el test log-rank. En un
primer analisis se considerdé como fecha de inicio de la enfermedad cualquier sintoma
incluyendo el FR y en un segundo analisis también se estimo la supervivencia desde el
primer sintoma diferente al FR. Para la definicion de los factores pronosticos
independientes se seleccionaron las variables que en el analisis univariante presentaban

un nivel de significacion del 20% y se incluyeron en el modelo de regresion de Cox, para
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el andlisis multivariante. El analisis estadistico se realizo utilizando SPSS Statistics 20.0
(INC., Chicago, USA). La significacion estadistica se definié como un p valor menor de

0.05.

Estudio de investigacion 2: Prevalencia v Perfil clinico prondstico de los pacientes

con esclerodermia y anticuerpos anti-RNPC3

PACIENTES

Se seleccionaron 447 pacientes con ES de 2 diferentes centros (Barcelona n = 286
y Mil&n n = 161) que fueron seguidos en la unidad de ES del hospital VVall d'Hebron y en
Fondazione IRCCS Ca’Granda Ospedale Maggiore Policlinico. Se establecieron
asociaciones clinicas comparando los grupos de pacientes con anti-RNPC3 positivos y
anti-RNPC3 negativos. Todos los pacientes firmaron consentimiento informado, y el
estudio fue autorizado por el Comité para la investigacion clinica (PG(AG)07/2015).

Trescientos noventa y tres pacientes (89.3%) cumplieron los criterios ACR/EULAR 2013

30

METODOS

Los pacientes fueron clasificados de acuerdo a los subtipos de LeRoy y Medsger
175 modificados. Se definieron los siguientes subtipos: ES cutanea limitada si la esclerosis
cutanea era distal a codos y rodillas, pudiendo afectar la cara; ES cutaneo difuso si la
esclerosis de la piel era proximal y distal a codos y rodillas pudiendo afectar al tronco y
ES sin esclerodermia si el paciente presentaba: 1) FR o equivalentes vasculares (lesiones
en “mordedura de rata”, alteraciones capilaroscopicas tipicas), 2) Presencia de ANAYy 3)

afeccion visceral caracteristica de ES (HAP, EPI, CRE, hipomotilidad esofagica o
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miocardiopatia esclerodérmica) sin esclerosis cutanea. La edad al inicio de la enfermedad
se consideré como la edad del primer sintoma de la enfermedad, incluido FR referido por
el paciente. El patron capilaroscopico se defini6 en “temprano”, “activo” y “tardio” segin

la clasificacion de Cutolo 76,

Definicidn de Afecciones viscerales: se definieron como en el trabajo previo.

Neoplasias: la presencia de cancer se recogio de las historias clinicas y se definié cancer
sincronico si el diagnosticé se realizé a los 3 afios del inicio de la enfermedad.

Definicion de progresion de la enfermedad pulmonar: se definid una variable

combinada (enfermedad pulmonar terminal (EPT)) en la que se incluia: necesidad de
oxigenoterapia domiciliaria, trasplante pulmonar o una FVC menor del 50% de lo
esperado.

Definicidn de progresion de la afeccidn cutdnea: si el paciente present6 un aumento de

mas de 5 unidades en la escala modificada de Rodnan (mRSS) y la progresion en las UD
si aparecieron nuevas UD.

Definicién de supervivencia libre_de manifestaciones: tiempo en el que el paciente

permanece Vvivo sin presentar las manifestaciones graves definidas en la variable

combinada EPT.

Se estimo la supervivencia global y la supervivencia libre de muerte y de
manifestaciones graves en la cohorte general. Ademas, también se analizé la
supervivencia global y la supervivencia libre de muerte y de EPT en los pacientes con
afeccion pulmonar (EPI o HAP) y de la cohorte de los pacientes con EPI. Se compar6 la
supervivencia global y la supervivencia libre de muerte y de EPT con los pacientes que
expresaron ATAI 2. Dos pacientes fueron positivos para ATAI y anti-RNPC3 y fueron

excluidos del analisis.

65



66

Material y métodos

Determinacion de anticuerpos: Los ANA se detectaron por IFI sobre células HEp-2.

Todas las muestras se analizaron utilizando una nueva tecnologia multianalitica basada
en particulas (PMAT, uso exclusivo en investigacion, Inova Diagnostics, San Diego,
EE. UU.). Otros marcadores clasicos de clasificacion de ES (ATAI, ACA, anti-RNAP
I11) se midieron por inmunoblot (EUROLINE Systemic Sclerosis Profile, Euroimmun,

Germany) o ELISA.

ANALISIS ESTADISTICO

Para las variables categoricas se utilizé el chi-cuadrado o el exacto de Fisher. Para
las variables continuas se utilizo el test U de Mann-Whitney. El analisis de supervivencia
se estimd mediante curvas de Kaplan-Meier y el test log-rank. Se defini6é supervivencia
libre de manifestaciones como el tiempo en el que el paciente permanece Vvivo sin
presentar las manifestaciones graves definidas en la variable combinada EPT (necesidad
de oxigenoterapia, trasplante pulmonar o FVC < 50%). Para el calculo de la supervivencia
libre de manifestaciones se utilizé la fecha de diagnostico de la enfermedad y la fecha a
la que ocurre la manifestacion. EI modelo de regresion de Cox se utilizo para el estudio
de la supervivencia y los factores de riesgo de la supervivencia libre de manifestaciones,
y aquellos con un nivel de significacion del 20%, se incluyeron en el analisis
multivariante. El analisis estadistico se realizé utilizando SPSS Statistics 20.0 (Inc.,
Chicago, EE. UU.). La significacion estadistica se consideré como un valor p inferior a

0.05.
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Estudio de investigacion 1: Perfil clinico prondstico de los pacientes con

esclerodermia y anticuerpos anti-RNA polimerasa 111

CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

De los 221 pacientes incluidos en el estudio, 26 (11.7%) mostraron reactividad
anti-RNAP [1l. Veinticuatro pacientes fueron positivos por inmunoblot, 22 fueron
RP155+/RP11+, uno fue RP155+/RP11- y otro RP155-/RP11+ (éste Gltimo fue también
positivo por ELISA). Entre estos 24 pacientes diagnosticados por inmunoblot, 4 fueron
también positivos por ELISA. Ademas, 2 pacientes fueron anti-RNAP Il positivos
Unicamente por ELISA, sin haberse testado por inmunoblot. Las principales

caracteristicas demograficas, clinicas, inmunoldgicas estan representadas en la Tabla |.

El sexo femenino fue el méas frecuente en ambos grupos (21, 80.8% y 171,
87.7%). La edad media al inicio de la enfermedad fue similar en ambos grupos (32.2 +
13.9 afios vs. 40.7 + 15.7 afios, en el grupo anti-RNAP Il positivo y negativo,
respectivamente), asi como la edad media en el momento del diagnostico (42,4 + 15,6
afios vs. 47.4 + 15.5 afos) El tiempo entre FR y el diagndstico en los pacientes que
expresaban anti-RNAP I11 fue menor de manera estadisticamente significativa (4.1 + 7.3
afos vs. 6.7 £ 9.2 afios, p = 0.005). El subtipo cutaneo difusa fue significativamente méas
frecuente en el grupo anti-RNAP 111 (20, 76.9% vs. 35, 17,9%, p <0,001). Los pacientes
anti-RNAP 11l cumplieron con mayor frecuencia los criterios clasificatorios
ACR/EULAR 2013 % (26, 100% vs. 170, 87.2%, p = 0.051). En relacion a los FRCV
tradicionales, los pacientes anti-RNAP Il presentaron mayor prevalencia de HTA (13,
50% vs. 55, 28,2%, p = 0,024) sin diferencias en diabetes mellitus (1, 3.8% vs. 10, 5.1%)

o dislipemia (6, 23.1% vs. 41, 21%). El FR se presentd con menos frecuencia como
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primera manifestacion de la enfermedad en el grupo anti-RNAP 111 (14, 53.8% vs. 153,

78.5% p = 0.006).

Entre las manifestaciones vasculares periféricas. no hubo diferencias en la
prevalencia de FR (26, 100% vs. 190, 97.4%), de UD (16, 61.5% vs. 99, 50.8%) o
telangiectasias (20, 76.9% vs. 146, 74.9%) (en grupo anti-RNAP 111 positivo y negativo,

respectivamente).

Tampoco se observaron diferencias significativas en la afeccion gastrointestinal
global (23, 88.5% vs. 169, 86.7%, en la cohorte anti-RNAP Ill positiva y negativa,
respectivamente), esofagica (20, 76.9 vs. 161, 82.6%), gastrica (8, 30.8% vs. 33, 16.9%),
la presencia de GAVE (2, 7.7% vs 13, 6.7%), intestinal (6, 23.1% vs. 31, 15.9%) o

afeccion hepatica (2, 7.7% vs. 15, 7.7).

No se encontraron diferencias en la afeccion pulmonar en forma de EPI (14,
53.8% vs. 82, 42.1%, en pacientes anti-RNAP 11 positivo y negativo, respectivamente) o
HAP (3, 11.5% vs. 23, 11.8%). Respecto a los resultados de las PFR, no hubo diferencias
en el porcentaje de pacientes con FVC por debajo del 70% o 50% del valor esperado (9,

36% vs. 65, 33.5% Yy 2, 8% vs. 20, 10.3% respectivamente).

No se detectaron diferencias en la afeccion cardiaca global (19, 73.1% vs. 150,

76.9%, en el grupo anti-RNAP 111 positivo y negativo, respectivamente).

La CRE fue significativamente mas frecuente en pacientes con anti-RNAP 111 (3,
11.5% vs. 3, 1.5% p = 0.023, en la cohorte anti-RNAP Il positiva y negativa,

respectivamente).
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Con respecto a la afeccion musculoesquelética, la artritis (9, 34.6% vs. 35, 17.9%
p = 0.046), los roces tendinosos (4, 15.4% vs. 1, 0.5% p = 0.001) y las contracturas (5,
19.2% frente a 10, 5.1% p = 0.02) fueron mas frecuentes de manera estadisticamente
significativa en el grupo anti-RNAP 111, mientras que no se observaron diferencias en la
frecuencia de la miositis (0, 0% vs. 13, 6.7%), miopatia no inflamatoria (1, 3.8% vs. 15,

7.7%) y la calcinosis ( 7, 26.9% vs. 47, 24.1%).

No se detectaron diferencias con respecto al patron de capilaroscopia. El patron
tardio de Cutolo se observo en 55/209 (26.3%) pacientes (6/23, 26.1% vs. 49/186, 26.3%,
en el grupo anti-RNAP 111 positivo y negativo, respectivamente) 1. En el estudio de otros
autoanticuerpos asociados, no se no se detectaron ACA en los pacientes con anti-RNAP

I11 mientras que en el grupo sin RNAP el 35.9% presentaban ACA (p<0.001) (Tabla 2).

No se observaron diferencias en la presencia de cancer entre ambos grupos (4,
15.4% vs. 25, 12.8% en la cohorte anti-RNAP I11 positiva y negativa, respectivamente),
aungue se detectd una tendencia a presentar un mayor desarrollo de neoplasia sincronica

(2, 7.7% frente a 7, 3.6%, p = 0.28).
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Tabla I. Caracteristicas clinicas y demogréficas de 221 patients con ES, con y sin reactividad

anti-RNAP 111

Caracteristicas clinicas y demogréficas, n (%)

Sexo femenino, n (%)

Subtipos cutaneos (N=221)
Limitada, n (%)
Sine ES SSc, n (%)
Difusa, n (%)

Edad al inicio, media £ DE, afios

Edad al inicio del primer sintoma no FR,
media + DE, afios

Edad al diagnostico de ES, media £ DE, afios
Tiempo desde FR y diagnéstico, media £ DE,
afios

Tiempo desde primer sintomano FRy
diagnostico, media + DE, afios

Tiempo de seguimiento desde primer sintoma
media + DE, afios

Tiempo de seguimiento desde primer sintoma
no FR, media = DE, afios

Pacientes que cumplen criterios ACR/EULAR
2013, n (%)

Patrén tardio de Cutolo, n (%)

FRCV
HTA, n (%)
Diabetes Mellitus, n (%)
Dyslipidemia, n (%)

Manifestaciones vasculares periféricas, n
(%)

FR, n (%)

UD, n (%)

Telangiectasias, n (%)

Afeccidn gastrointestinal, n (%)
Esofagica, n (%)
Gastrica, n (%)
GAVE, n (%)
Intestinal, n (%)
Hepatica, n (%)

Afeccion pulmonar (EPI y/o HAP)
EPI, n (%)
HAP, n (%)
FVC < 70%, n (%)
FVC < 50%, n (%)

Afeccién cardiaca, n (%)
FEVI < 50%, n (%)
Pericarditis, n (%)

Total
221 (100)

192 (86.9)

137 (62)
29 (13.1)
55 (24.9)

40.5+15.6
453+ 148

46.9+£15.6
6.3+9.0

20+51

18.7+12.1

13.9+9.3

196 (88.69)

55/209 (26.3)

68/221 (30.8)
11/221 (5)
47/221 (21.3)

220/221 (99.5)

216/221 (97.7)
115/221 (52)
166/221 (75.1)

192/221 (86.9)

181/221 (81.9)
41/221 (18.8)
15/112 (13.4)
37/221 (16.7)
17/221 (7.7)

109/221 (49.3)

96/221 (43.4)
26/221 (11.8)
74/221 (33.8)
22/221 (10.0)

169/221 (76.5)

7/221 (3.2)
23/221 (13.1)

Anti-RNAP 111
positivo
26 (11.8)

21 (80.8)

6 (23.1)
0(0)
20 (76.9)

38.3+14.0
41.0+155

424+ 156
411+73

14+26

16.2+10.5

134+9.2

26 (100)

6/23 (26.1)

13/26 (50)
1/26 (3.8)
6/26 (23.1)

26/26 (100)

26/26 (100)
16/26 (61.5)
20/26 (76.9)

23/26 (88.5)

20/26 (76.9)
8/26 (30.8)
2/15 (13.3)
6/26 (23.1)
2/26 (7.7)

15/26 (57.7)

14/26 (53.8)
3/26 (11.5)
9/26 (36.0)
2/26 (8.0)

19/26 (73.1)

0/26 (0)
5/26 (19.2)

Anti-RNAP
111 negativo
195 (88.2)

171 (87.7)

131 (67.2)
29 (14.9)
35 (17.9)

40.8+15.8
45.8 + 14.7

47.4+155
6.8+9.2

20+54

19.1+123

140+9.4

170 (87.1)

49/186 (26.3)

55/195 (28.2)
10/195 (5.1)
41/195 (21)

194/195 (99.5)

190/195 (97.4)
99/195 (50.8)
146/195 (74.9)

169/195 (86.7)

161/195 (82.6)
33/195 (16.9)
13/97 (13.4)
31/195 (15.9)
15/195 (7.7)

94/195 (48.2)

82/195 (42.1)
23/195 (11.8)
65/195 (33.5)
20/195 (10.3)

150/195 (76.9)

7/195 (3.6)
24/195 (12.3)

0.350

<0.001
0.030
<0.001

0.580

0.223

0.170
0.005

0.205

0.268

0.765

0.051

0.979

0.024
1.000
0.810

0.710

1.000
0.302
0.820

1.000

0.587
0.106
1.000
0.400
0.679

0.363

0.505
1.000
0.804
1.000

0.664

1.000
0.352
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Enfermedad coronaria, n (%) 4/221 (1.8) 0/26 (0) 4/195 (2.1) 1.000
Enfermedad coronaria microvascular, n
%) 171221 (7.7) 3/26 (11.5) 14/195 (7.2) 0.431
Disfuncion diastdlica V1, n (%) 101/221 (47.4) 11/26 (44) 89/195 (47.9) 0.716
Insuficiencia mitral, n (%) 127/221 (59.6) 14/26 (53.8) 112/195 (60.1) 0.694
Alteraciones de la conduccion, n (%) 50/221 (34) 6/26 (35.3) 447195 (33.8) 0.906
Fibrosis miocérdica, n (%) 4/221 (1.8) 1/26 (3.8) 3/195 (1.5) 0.396
Afeccion renal
CRE, n (%) 6/221 (2.7) 3/26 (11.5) 3/195 (1.5) 0.023
Afeccion musculoesquelética, n (%) 107/221 (48.4) 16/26 (61.5) 91/195 (46.7) 0.150
Artritis, n (%) 44/221 (19.4) 9/26 (34.6) 35/195 (17.9) 0.046
Races tendinosos, n (%) 5/221 (2.3) 4/26 (15.4) 1/195 (0.5) 0.001
Contracturas, n (%) 15/221 (6.8) 5/26 (19.2) 10/195 (5.1) 0.020
Miositis, n (%) 13/221 (5.9) 0/26 (0) 13/195 (6.7) 0.373
Miopatia no inflamatoria, n (%) 16/221 (7.2) 1/26 (3.8) 15/195 (7.7) 0.701
Calcinosis, n (%) 54/221 (24.4) 7/26 (26.9) 47/195 (24.1) 0.753
Cancer 25/221 (11.3) 4/26 (15.4) 21/195 (10.8) 0.508
Causas de muerte
Total, n (%) 29/221 (13.1) 4/26 (15.4) 25/195 (12.8) 0.757
Relacionadas con ES:
EPIl 0 HAP, n (%) 12/29 (41.3) 3/4 (75) 9/25 (36) 0.126
Cardiopatia, n (%) 3/29 (10.3) 0/4 (0) 3/25 (12) 1.000
CRE, n (% 1/29 (3.4) 0/4 (0) 1/25 (4) 1.000
No relacionadas con ES 13/29 (44.8) 1/4 (25) 12/25 (48) 0.900

P negrita: p < 0.05

Tabla 2. Caracteristicas inmunoldgicas de 221 pacientes con ES con y sin reactividad anti-
RNAP 111

Anti-RNAP Anti-RNAP
Overall SSc o .
221 (100) 111 positive 111 negative P

26 (11.8) 195 (88.2)
Anti-nuclear, n (%) 217 (98.2) 26 (100) 191 (97.9) 1.000
Anti-centromero, n (%) 77 (34.8) 0 (0) 77 (39.5) <0.001
Anti-topoisomerasa, n (%) 49 (22.2) 3(11.5) 46 (23.6) 0.165
Anti-PM/Scl, n (%) 17 (7.7) 0 (0) 17 (8.7) 0.230
Anti-RNP, n (%) 6 (2.7) 0 (0) 6(3.1) 1.000
Anti-Ro52, n (%) 61 (27.6) 3(11.5) 58 (29.7) 0.051
Anti-R060, n (%) 24 (10.9) 2(7.7) 22 (11.3) 0.740
Anti-La, n (%) 6 (2.7) 1(3.8) 5 (2.6) 0.530

P negrita: p <0.05
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MORTALIDAD, CAUSAS DE MUERTE Y SUPERVIVENCIA

Ambos grupos fueron seguidos una media de 17.8 £ 12 afios, no se encontraron
diferencias en el porcentaje de mortalidad (4, 15.4% vs. 25, 12.8%, en el grupo anti-
RNAP Il positivo y negativo, respectivamente), ni en las causas de muerte. Las
principales causas de muerte relacionadas con ES fueron la patologia pulmonar (EPI o
HAP) (3/4, 75% vs. 9/25, 36%), afeccion cardiaca (0/4, 0% vs. 1/4, 25%) y CRE (0/4, 0%
vs. 1/4, 25%). El paciente restante en el grupo anti-RNAP 111 fallecié a causa de cancer
de mama. Las otras causas en el grupo anti-RNAP Il negativo fueron las siguientes: 3
neoplasias (gastrica, cancer de pulmon y leucemia mieloblastica aguda), una neumonia
infecciosa, dos por de enfermedad pulmonar obstructiva cronica, una paquipleuritis
crénica, una isquemia intestinal, una cirrosis hepatica, accidente cerebrovascular en dos
pacientes y una muerte subita. Los datos de la muerte se obtuvieron de la historia clinica

de los pacientes.

No se observaron diferencias significativas en las curvas de supervivencia Kaplan
Meier, tanto calculadas desde el inicio de la enfermedad incluido el FR como primera
manifestacion (log rank p = 0.386, Fig. 1A), como desde el inicio del primero sintoma no

FR (log rank p = 0.593, Fig. 1B).

Las tasas de supervivencia acumulada desde el FR a los 5, 10, 15, 20 y 25 afios en
el grupo anti-RNAP 111 positivo fueron 100%, 95%, 87%, 87% y 87%, respectivamente
y en grupo seronegativo fueron 98%, 95%, 93%, 89% y 86%. Las tasas de supervivencia
acumulada desde el primer sintoma no FR a los 5, 10, 15, 20 y 25 afios en el grupo anti-
RNAP 111 positivo fueron 96%, 90%, 83%, 83% y 69%, respectivamente, y en el grupo

seronegativo fue 98%, 93%, 87%, 82% y 82%, respectivamente.
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Figura 1. Curvas de supervivencia Kaplan-Meier. EI Grafico A representa la
supervivencia acumulativa desde el primer sintoma de ES. El Grafico B muestra la
supervivencia acumulada desde el primer sintoma de ES, excluyendo el FR.
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Definicion de factores prondsticos independientes: En el analisis univariante de

Cox se observé que el subtipo cutaneo difusa se asociaba a una peor supervivencia

(Hazard ratio (HR): 2.76, 1C 95% 1.25 - 6.13), asi como la edad en el primer sintoma o

al inicio de la enfermedad (Hazard ratio (HR): 1.11, IC 95% 1.07 — 1.14), la edad del

primer sintoma diferente al FR (Hazard ratio (HR): 1.05, IC 95% 1.03 — 1.09), la

presencia de EPI con un FVC inferior al 50% (HR: 7.06, 95% CI1 3.32 - 15.01) y la CRE

(HR: 10.47; IC del 95%: 3.09 a 35.43) (tabla 111).
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Tabla 3. Anélisis univariante y multivariante de supervivencia

Anélisis univariante

Analisis multivariante

HR 95% CI P HR 95% CI P
Subtipo cutaneo difusa 2.76 (1.25-6.13) 0.0122 1.36 (0.44-4.22) 0.593
Anti-RNA polimerasa I11 positivo 1.59 (0.55-4.60) 0.391
Anti-centromero positivo 0.51 (0.23-1.13) 0.0952 0.94 (0.33-2.66) 0.902
Anti-topoisomerasa 1.73 (0.76-3.91) 0.1922 0.80 (0.27-2.66) 0.679
Varon 1.45 (0.50-4.20) 0.489
Edad al inicio 111 (1o7-114) <0001
Edad al primer sintoma no FR 1.05 (1.03-1.09) <0.001 1.07 (1.04-1.11) <0.001
EPI con FVC < 50% 7.06 (3.32-15.01) <0.0012 8.61 (3.40-21.81) <0.001
Hipertension arterial pulmonar 2.12 (0.85-5.27) 0.106? 4.05 (1.42-11.61) 0.001
Crisis renal esclerodérmica 10.47 (3.09-35.43) <0.001° 17.27 (3.36-88.97) 0.001
Afeccion cardiaca 1.12 (0.43-2.95) 0.816
Céancer 1.40 (0.54-3.68) 0.490

P negrita: p < 0.05; RP:

Se seleccionaron variables con una p <0.20 para realizar la regresién multivariada
de Cox. En el estudio multivariante se definieron los siguientes factores independientes
asociados a peor prondstico: la presencia de EPI con un FVC inferior al 50% (HR: 8.61,
IC 95% 3.40 - 21.81), la HAP (HR: 4.05, 1C 95% 1.42 - 11.61), la CRE (HR: 17.27, IC
95% 3.36 - 88.97) y la edad (Tabla 3). Ninguno de los autoanticuerpos analizados se

asocio con peor prondstico.

Estudio de investigacion 2: Prevalencia vy Perfil clinico prondstico de los pacientes

con esclerodermia y anticuerpos anti-RNPC3

CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

En la corte global (n=447), el 4.25% de los pacientes presentaron positividad para
anti RNPC3 (n=19). La mayor parte de pacientes expresd6 ANA en ambos grupos (RNPC
3 positvo y negativo), y el patron méas frecuentemente observado por IFI fue el moteado

(68.4% moteado, 15.8% nucleolar, 10.5% centromérico y 5.3% homogéneo). La mayoria
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de los pacientes que expresaron anti-RNPC3 no expresaron ningun otro anticuerpo
especifico; solo 5 expresaron anti-RNPC3 y ACA. Las principales caracteristicas clinico
epidemioldgicas, inmunoldgicas el tratamiento utilizado y la asociacién con otros

anticuerpos se muestran en la tabla 4 al final del apartado.

El sexo femenino fue el méas frecuente en ambos grupos (17, 89.5% vs. 392,
91.6%). No hubo diferencias en las prevalencias de subtipo cutaneo difusa (5, 16.3% vs.
73, 17.2%) siendo el subtipo cutaneo limitada el mas frecuente en el grupo positivo
(63.2% cutédneo limitado y 10.5% sine esclerodermia). Tampoco se observaron
diferencias en la frecuencia de patron capilaroscopico “tardio” de Cutolo (3, 30% vs. 58,
22.5%). La afeccion vascular periférica fue similar en ambos grupos (19, 100% vs. 425,
99.3%), sin diferencias en el FR (18, 94.7% vs. 420, 98.1%), las UD (9, 47.4% vs. 167,
39%) o las telangiectasias (11, 57.9% vs. 327, 76.4%). No hubo diferencias en la afeccién
gastrointestinal global (17, 89.5% vs. 372, 86.9%), ni en la presencia de GAVE (0, 0%
vs. 16, 3.7%) o en la afeccion intestinal (2, 10.5% vs. 62, 14.5%). La afeccion pulmonar
global en forma de EP1 0 HAP fue mas frecuente de manera estadisticamente significativa
en el grupo que expresé anti-RNPC3 (13, 68.4% vs. 170, 39.7%, p = 0.013) asi como
especificamente la EPI (11, 57.9% vs. 144, 33.6%, p = 0.030). Ademas, se observo una

tendencia a encontrar mas HAP en el grupo positivo (5, 26.3% vs. 46, 10.7%, p = 0.053).

Los resultados de las PFR fueron similares al inicio y al final del seguimiento en
los dos grupos teniendo en cuenta los valores de la mediana de FVC y de la DLCO, pero
el porcentaje de pacientes que presentaron FVC < 50% del valor esperado en cualquier
momento del seguimiento fue significativamente mayor en el grupo anti-RNPC3+ (7,

38% vs. 36, 8.4%, p = 0.001, OR: 6.35, 95% CI [2.35-7.14]). En el ecocardiograma, la
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velocidad de regurgitacion tricuspidea al inicio del seguimiento fue mayor en el grupo
anti-RNPC3+ (2.5ms/s [2.2-2.7] vs. 2.3m/s [2.1-2.5], p = 0.034) sin observarse
diferencias en la presion arterial pulmonar sistélica estimada (30.0mmHg [24.5-37.5] vs.
28.0mmHg [24.0-33.0]).

No se observaron diferencias en la presencia de CRE (0, 0% vs. 4, 0.9%), en la
afeccion cardiaca (8, 42.1% vs. 137, 32.0%) ni en la afeccion musculoesquelética (5,

26.3% vs. 165, 38.6%).

Considerando los tratamientos utilizados, hubo una tendencia a utilizar mas
tratamiento inmunosupresor en el grupo positivo (13, 68.4% vs. 196, 45.8%, p = 0.053),
ademas cuando se excluyen los corticoides, el tratamiento inmunosupresor se utiliza con
mas frecuencia en la cohorte anti-RNPC3+ alcanzando diferencias estadisticamente
significativas de manera global (11, 57.9% vs. 130, 30.4%, p =0.012), y especificamente
en el uso de ciclofosfamida (6, 31.6% vs. 44, 10.3%, p = 0.013), rituximab (4, 21.1% vs.
20, 4.7%, p = 0.014) y micofenolato (4, 21.1% vs. 45, 10.5%, p = 0.039). No se
encontraron diferencias en el uso de azatioprina (4, 21.1% vs. 45, 10.5%) o metotrexate
(2, 10.5% vs. 36, 8.4%). El tratamiento vasodilatador y particularmente los ARE, los
inhibidores de PDES5 y los inhibidores de prostaglandinas fueron utilizados de forma

similar en ambos grupos

En relacién con la presencia de cancer, no hubo diferencias en la presencia de
cancer de manera global (4, 21% vs. 72, 16.8%) ni en el cancer sincrénico (0, 0% vs. 16,
3.7%) entre ambos grupos. Los tipos de cancer en el grupo anti-RNPC3+ fueron cancer

de mama (n = 2), melanoma (n = 1) y cancer hematoldgico (n = 1).
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El tiempo de seguimiento fue similar en ambos grupos (14.2a [11-20.3] vs. 16.8a
[10.8-16.5]), sin diferencias en la mortalidad (2, 10.5% vs. 41, 9.6%), ni en las causas de
muerte. Las principales causas de muerte relacionadas con la ES fueron la EPI (0, 0% vs.
2, 0.5%), la HAP (1, 5.3% vs. 6, 1.4%) y la cardiopatia relacionada con la ES (0, 0% vs.
2, 0.5%). Otra causa de muerte no relacionada con la ES fue el cancer, sin diferencias

entre ambos grupos (1, 5.3% vs. 10, 2.3%).

Tanto el porcentaje de pacientes que alcanzaron la EPT como los que presentaron
FVC < 50% en cualquier momento, fueron significativamente mayores en el grupo anti-
RNPC3+ (7, 36.8% vs. 74, 17.3%, p = 0.006 and 7, 36.8% vs. 36, 8.4%, p = 0.001,
respectivamente). No se observaron diferencias en la necesidad de oxigenoterapia (1,
5.3% vs. 19, 4.4%) o de trasplante pulmonar (1, 5.3% vs. 11, 2.6%) entre ambos grupos.
Se encontro una tendencia a presentar mas frecuencia de muerte o de manifestaciones
adversas (EPT o muerte) en el grupo anti-RNPC3+ (7, 36.8% vs. 74, 17.3%, p = 0.059)
sin alcanzar la significacién estadistica. No se encontraron diferencias en la progresion
de UD entre ambos grupos (6, 31.6% vs. 92, 21.5%), pero se hall6 una tendencia a
presentar mayor progresion cutanea en el grupo positivo (5, 26.3% vs. 40, 11.4%, p =

0.066).
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Tabla 4. Caracteristicas demograficas y clinicas de 286 pacientes de una cohorte espafiola'y 161 pacientes de una cohorte italiana,

todos afectos de esclerodermia, con y sin reactividad para anti-RNPC3.

Overall ssc (n  Anti-RNPC3  Anti-RNPC3 Univariate

Demographic and clinical characteristics, n (%) - 447) positive (n = negative (n=  analysis OR P

19) 428) (95% CI)
409/447 392/428 0.78 (0.17 -
Sexo femenino, n (%) (91.5%) 17/19 (89.5%) (91.6%) 3.(51) 0.670
Subtipos cutaneos
Subtipo cutaneo difusa, n (% 1.71 (0.60-
P (%) 78 (17.6%) | 5/19 (26.3%) (713;/ ‘;ﬁ/f) N 52) 0.350
o , 42.0 (30,5 - 400 (333— | 42.0(30.2—
Edad al inicio de la enfermedad, mediana (IQR) 51.2) 50.0) 51.2) - 0.682
. . 48.8 (38.7 - 43.1(37.0 - 49.0 (38.8 -
+

Edad al diagnéstico, mediana + SD, a 59.48) 52.0) 59.6) 0.266

Tiempo desde el primer sintoma hasta el 2.1(1.00 - 3.0(1.0-

diagnostico, mediana + SD, a 3.0(1.0-10.0) 9.8) 10.0) 0.607

Tiempo de seguimiento desde el primero sinctoma, 16.7 (10.9 — 14.2 (11.0 - 16.8 (10.8 — 0.230

media + SD, a 25.4) 20.3) 26.5) '

Pacientes que cumplen criterios ACR/EULAR de 399/4047 17119 (89.5%) 382/4028 1.04(023- 1, 400

2013, n (%) (89.3%) (89.3%) 4.57)

58/258 1.48 (0.37 —
0,
Patron tardio de Cutolo, n (%) 61/268 (22.8%) 3/10 (30.0) (22.5%) 5.90) 0.700
444/447 425/428

Manifestaciones vasculares periféricas, n (%) (99.3%) 19/19 (100%) (99.3%) ) 1.000
Fenomeno de Raynaud, n (%) 4381447 (98%) | 18/19 (94.7%) gg’l“o/zg 032 (gég"‘ ~ | 0326
Ulceras digitales, n (%) gg’;‘% 9119 (47.4%) 1?37;%8 4 %;36 = | 0466
Telangiectasias, n (%) 37358@‘0‘/‘0; 11/19 (57.9%) ?725 /f(yzf)’ 043 (&57 = | 0.096

389/447 372/428 1.28 (0.29 —

Afeccion gastrointestinal, n (%) (87.0%) 17/19 (89.5%) (86.9%) 5.69) 1.000
Afeccion esofagica, n (%) ?gf’f:/g 17/19 (89.5%) ?g’;’;;g 1'63; (20?;;’7 ~ | 0750
Afeccion géstrica, n (%) %2153/340‘/‘0; 3/19 (15.8%) %215/740/205)’ 051 (gd)lﬁ = | 0426

GAVE, n (%) 16/447 (3.6%) | 0/19 (0%) | 16/428 (3.7%) O'gg g;')g“' 1.000
Afeccion intestinal, n (%) 64/447 (14.3%) | 2/19 (10.5%) (6131/ ‘;f/f) 8 (gé)lﬁ = | 1000
Afeccion hepatica, n (%) 25/447 (5.6%) 0 (0%) 25/428 (5.8%) 0'9% (gé?“ ~ | 0615
170/447 165/428 0.57 (0.20-
Afeccién musculoesquelética, n (%) (38.0%) 5/19 (26.3%) (38.6%) 1.61) 0.282
. 64/428 0.67 (0.15 -
0, 0, 0
Artritis, n (%) 66/447 (14.8%) | 2/19 (10.5%) (15.0%) 2.97) 1.000
Roces tendinosos, n (%) 17/447 3.8%) | 1/19 (5.3%) | 16/428 (3.7%) 1'4131(2'91)8 = | 0529
Contracturas, n (%) 201447 (65%) | 1119 (5.3%) | 281428 (65%) | (106')10 = | 1.000
Miositis, n (%) 271447 (6.0%) | 2119 (10.5%) | 25/428 (5.8%) | % %37.;12 ~ | 0321
Miopatia no inflamatoria, n (%) 11/447 (25%) | 1/19 (5.3%) | 10/428 (2.3%) 2'3129(242)8 ~ | 0.383
L 92/428 0.43 (0.10 -
0, 0, 0
Calcinosis, n (%) 94/447 (21.0%) | 2/19 (10.5%) (21.5%) 1.89) 0.388
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Afeccion pulmonar
Enfermedad pulmonar intersticial, n (%)
Hipertension arterial pulmonar, n (%)

PFR

PFR basales, mediana (IQR)
FVC, mediana (IQR) L

FVC, % de esperado
DLCO, mediana (IQR), mmol/min/kPa

DLCO, % de esperado

PFR al final del seguimiento, mediana (IQR)
FVC, L

FVC, % de esperado
DLCO, mmol/min/kPa

DLCO, % de esperado

Afeccidn cardiaca, n (%)
FEVI < 50%, n (%)
Afeccién pericardica, n (%)
Cardiopatia isquémica sin FRCV
Disfuncion diastélica del VI, n (%)
Alteraciones de la conduccidn, n (%)
Fibrosis miocardica, n (%)

Ecocardiograma basal
Fraccion de eyeccion del VI, %

Presion arterial pulmonar sistdlica (estimada),
mediana (IQR), mmHg

Velocidad de regurgitacion tricuspidea, m/s

Afeccion renal

Crisis renal esclerodérmica, n (%)

Cancer
Cancer total, n (%)

Cancer sincronico, n (%)

Tipos de cancer
Cancer de mama, n (%)
Cancer de pulmén, n (%)
Cancer ginecoldgico, n (%)

183/447
(40.9%)
155/447
(34.7%)

51/447 (11.4%)

2.9 (2.4 3.4)
92.0 (80.3 —
102.5)

6.0 (4.7-9.3)

72.0 (60.0 —
83.0)

2.6 (2.1-3.1)
93.0 (76.2 -
105.1)

5.9 (4.1 10.3)

68.0 (51.2 —
78.0)
145/447
(32.4%)

8/447 (1.8%)
36/447 (8.1%)

29/447 (6.5%)

118/447
(26.4%)

79/345 (22.9%)

5/223 (2.2%)

65.0 (60.0 —
70.0)

28.0 (24.0 -
33.0)

23(2.1-25)

41447 (0.9%)

76/447 (17.0%)
16/447 (3.6%)
19 (4.3%)

9 (2.0%)
7 (1.6%)

13/19 (68.4%)
11/19 (57.9%)

5/19 (26.3%)

25(2.3-3.3)
88 (70.0 -
102.6)
6.5 (5.8
15.3)
72.0 (61.4 —
87.3)

2.4 (1.6-3.2)
88.0 (51.0 -
105.0)

5.9 (4.1
13.6)
64.0 (50.1 —
78.2)

8/19 (42.1%)
0/19 (0%)
3/19 (15.8%)
0/19 (0.0%)
7/19 (36.8%)
5/14 (35.7%)
0/11 (0%)

65.0 (58.0 —
70.0)

30.0 (245 -
37.5)

2.50 (2.20 —
2.72)

0/19 (0%)

4/19 (21.1%)
0/19 (0%)
2 (10.5%)

0 (0.0%)
0 (0.0%)

Resultados

170/428
(39.7%)
144/428
(33.6%)
46/428
(10.7%)

2.9 (2.5 3.4)
92 (80.9 -
102.5)

6.0 (4.7 8.8)

72.0 (60.0 —
83.0)

2.6 (2.1-3.1)
93.0 (76.4 —
105.4)

5.8 (4.1-5.8)

68.0 (51.2 —
78.0)
137/428
(32.0%)

8/428 (1.9%)
33/428 (7.7%)

29/428 (6.8%)

111/428
(25.9%)
74/331
(22.4%)

5/212 (2.4%)

65.0 (60.0 —
69.0)

28.0 (24.0 -
33.0)

2.30 (2.10 -
2.50)

41428 (0.9%)

721428
(16.8%)

16/428 (3.7%)

17 (4.0%)
9 (2.1%)
7 (1.6%)

3.29 (1.23 -
8.82)
2.71(1.07 -
6.89)
2.96 (1.02 -
8.61)

1.55 (0.61 —
3.98)
0.96 (0.94 —
0.98)
2.24 (0.62 —
8.10)
0.96 (0.94 —
0.98)
1.67 (0.64 —
4.34)
1.93 (0.63 -
5.93)
0.95 (0.92 —
0.98)

0.96 (0.94 —
0.98)

1.32 (0.43 -
4.09)
0.96 (0.94 —
0.98)
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0.013

0.030

0.053

0.139
0.221

0.192

0.939

0.222
0.357

0.712

0.980

0.358

1.000

0.190

0.625

0.291

0.326

1.000

0.663

0.391

0.034

1.000

0.545

1.000
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Cancer hematoldgico, n (%)
Cancer digestivo, n (%)
Cancer de piel, n (%)

Otros, n (%)

Mortalidad, n (%)

Relacionadas con ES

EPI, n (%)

HAP, n (%)

Miocardiopatia relacionada con ES, n (%)
No relacionadas con ES

Cancer, n (%)

Otras, n (%)

Enfermedad pulmonar terminal
Oxigenoterapia, n (%)
Trasplante pulmonar, n (%)
FVC < 50% en cualquier momento, n (%)

Enfermedad pulmonar terminal o muerte

Evolucion

Progresion del endurecimiento cutaneo, n (%)

Progresion de las Ulceras digitales, n (%)

Tratamiento

Farmacos inmunosupresores
Glucocorticoides

Farmacos inmunosupresores no-corticoides
Ciclofosfamida
Rituximab
Micofenolato
Azatioprina
Metotrexate

Tratamiento vasodilatador

Antagonistas de los receptores de la
endotelina

Inhibidores de la fosfodiesterasa 5
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15 (3.4%)
8 (1.8%)
11 (2.46%)
8 (1.8%)

43/447 (9.6%)
11/447 (2.5%)
21447 (0.4%)
71447 (1.6%)
21447 (0.4%)
32/447 (7.2%)
11/447 (2.5%)
21/447 (4.7%)
57/447 (12.8%)
20/447 (4.5%)
12/447 (2.7%)
431447 (9.6%)

81/447 (18.1%)

54/447 (12.1%)

98/447 (21.9%)

200/447
(46.8%)
192/447
(43.0%)
141/447
(31.5%)

50/447 (11.2%)
241447 (5.4%)
95/447 (21.3%)
49/447 (11.0%)

38/447 (8.5%)

164/447
(36.7%)
102/447
(22.8%)

62/447 (13.9%)

1 (5.3%)
0 (0.0%)
1 (5.3%)
0 (0%)

2/19 (10.5%)
1/19 (5.3%)
0/19 (0.0%)
1/19 (5.3%)
0/19 (0.0%)
1/19 (5.3%)
1/19 (5.3%)
0/19 (0.0%)
7/19 (36.8%)
1/19 (5.3%)
1/19 (5.3%)
7/19 (36.8%)

7/19 (36.8%)

5/19 (26.3%)

6/19 (31.6%)

13/19 (68.4%)
11/19 (57.9%)
11/19 (57.9%)
6/19 (31.6%)
4/19 (21.1%)
8/19 (42.1%)
4/19 (21.1%)
2/19 (10.5%)
8/19 (42.1%)

6/19 (31.6%)

3/19 (15.8%)

14 (3.3%)
8 (1.9%)
10 (4.3%)
8 (1.8%)

41/428 (9.6%)
10428 (2.3%)
21428 (0.5%)
6/428 (1.4%)
21428 (0.5%)
31/428 (7.2%)
10/428 (2.3%)

21/428 (4.9%)

50/428
(11.7%)

19/428 (4.4%)
11/428 (2.6%)

36/428 (8.4%)

741428
(17.3%)

49/428
(11.4%)
92/428
(21.5%)

196/428
(45.8%)
181/428
(42.3%)
130/428
(30.4%)
441428
(10.3%)

20/428 (4.7%)

87/428
(20.3%)
45/428
(10.5%)

36/428 (8.4%)

156/428
(36.4%)
96/428
(22.4%)
59/428
(13.8%)

1.11 (0.25 -
5.00)
2.32(0.28 —
19.14)
0.96 (0.94 -
0.98)
3.91(0.45 -
34.16)
0.96 (0.94 -
0.98)
0.71 (0.09 —
5.51)
2.32(0.28 -
19.14)
0.96 (0.94 —
0.98)
4.41 (1.66 —
11.72)
1.20 (0.15 —
9.44)
2.11(0.26 —
17.21)
6.35 (2.35 —
17.14)
2.79 (1.06 —
7.33)

2.76 (0.95 —
8.00)
1.67 (0.62 —
4.56)

2.57 (0.96 —
6.87)
1.88(0.74 —
4.76)
3.15(1.24 —
8.02)
4.03 (1.46 -
11.13)
5.44 (1.65 —
17.90)
2.85(1.11 -
7.30)
2.27(0.72 -
7.14)
1.28 (0.26 —
5.77)
1.27 (0.50 —
3.22)
1.60 (0.59 —
4.31)
1.17 (0.33 -
4.15)

0.703

0.383

1.000

0.264

1.000

1.000

0.383

1.000

0.006

0.589

0.410

0.001

0.059

0.066

0.392

0.053

0.179

0.012

0.013

0.014

0.039

0.143

0.671

0.617

0.401

0.737




Prostaglandins
Anticuerpos

Anticuerpos antinucleares
Anti-centromero
Anti-topoisomerasa |

Anti-RNA polimerasa 111

Tiempo de supervivencia media, a
Supervivencia global acumulada

* 5&

* 10a

* 153

* 20a

* 253

* 30a
Tiempo medio hasta supervivencia libre de
manifestaciones o muerte, a
Proporcién acumulada hasta EPT o muerte
(oxigenoterapia, trasplante pulmonar, FVC <
50% o0 muerte), a

* 53

* 10a

* 153

* 203

* 253

* 30a

103/447
(23.0%)

421/447
(94.2%)
198/447
(44.3%)
108/447
(24.2%)

23/283 (8.1%)

5/19 (26.3%)

19/19 (100%)
5/19 (26.3%)
2/19 (10.5%)

1/12 (8.3%)
26.2

100%
100%
100%
100%
75%
0%

25.6

94%
82%
67%
53%
53%
0%

98/428
(22.9%)

402/428
(93.9%)
193/428
(45.1%)
106/428
(24.8%)

22/271 (8.1%)

66.0

99%
97%
96%
92%
89%
85%

55.3

96%
92%
89%
84%
79%
T71%

Resultados

3.42)

1.05 (1.03 -
1.07)
0.44 (0.15 -
1.23)
0.36 (0.08 -
1.57)

8.34)

1.20 (0.42 —

1.03(0.13 -

0.781

0.617

0.107

0.270

1.000
0.341

0.001

ES: esclerodermia; a: afios; FR: fendmeno de Raynaud; GAVE: ectasia vascular antral gastrica; EPI: enfermedad pulmonar

intersticial; HAP: hipertension arterial pulmonar; PFR: pruebas de funcion respiratoria; IQR: rango intercuartilico; FVC: capacidad
vital forzada; DLCO: capacidad de difusion del monéxido de carbono; FEVI: fraccion de eyeccion del VI FRCV: factores de riesgo
cardiovascular; VI: ventriculo izquierdo; EPT: enfermedad pulmonar terminal; p negrita: p < 0.05

ANALSISI DE LA SUPERVIVENCIA Y DEFINICION DE LOS FACTORES DE

RIESGO INDEPENDIENTES

Hemos estimado y comparado las supervivencias de los pacientes dependiendo de

la presencia de anti-RNPC3. Ademas, hemos comparado la supervivencia en la cohorte

con EPI entre pacientes que eran anti-RNPC3+ y aquellos que expresaban ATAL.

83




Resultados

La mediana de supervivencia global fue de 26.2 afios en el grupo anti-RNPC3+,
mientras que en el negativo fueron 66.0 afos; esta diferencia no alcanzé la significacion

estadistica (log-rank p=0.341).

Las tasas de supervivencia acumulada global a los 5, 10, 15, 20, 25 y 30 afios
desde el primer sintoma fueron 100%, 100%, 100%, 100%, 75% y 0% en el grupo anti-
RNPC3+y 99%, 97%, 96%, 92%, 89% Yy 85% en el grupo negativo respectivamente (ver
tabla).

En las curvas de Kaplan Meier, los pacientes con reactividad anti-RNPC3 presentaron
menor supervivencia libre de muerte y de manifestaciones graves que los negativos (log-
rank p=0.001) (Fig. A), con una mediana de supervivencia libre manifestaciones de

25.6afios en el grupo anti-RNPC3+ frente a 55. afios en el negativo.

A - anti-RNPC3 -ve
I anti-RNPC3 +ve
— L
“ ----- :‘
= oo
=
3 H
w L9
[+
Fud
u
S 0.4
=
1]
0.2 p =0.001
0.0 T T T T T T T T T

T
0 5 0 15 20 25 30 35 40 45 50

Time from SSc onset, years
Patients at risk:

anti-RNPC3 wve 428 384 321 233 169 109 83 63 32 20 10
anti-RNPC3 +ve 19 16 13 6 3 1 0 0 0 0 0

84



Resultados

En el subanalisis de la supervivencia de los pacientes con afeccion pulmonar (EPI
0 HAP) no se observaron diferencias en las curvas de supervivencia de Kaplan Meier
siendo la media global entre los grupos anti-RNPC3+ y anti-RNPC3- (24.0a vs. 66.0a,
log rank p = 0.406). La supervivencia acumulada a 5, 10, 15, 20, 25 y 30 afios fueron
100%, 100%, 100%, 100%, 67% y 0% en el primer grupo y 99%, 95%, 93%, 88%, 83%
y 78% en el segundo grupo, respectivamente. Sin embargo, el analisis de la supervivencia
libre de muerte 0 manifestaciones en el grupo de pacientes con afeccidén pulmonar fue
significativamente menor en el grupo anti-RNPC3+ (15.6a vs. 55.3a, log rank p = 0.008).
La supervivencia libre de manifestaciones o muerte acumulada a 5, 10, 15, 20, 25 y 30
afios fueron 92%, 73%, 49%, 24%, 24% y 0% en el grupo anti-RNPC3+ y 92%, 83%,

77%, 70%, 61% y 59% en el grupo anti-RNPC3 negativo.

Considerando unicamente los pacientes diagnosticados con EPI, no hubo diferencias en
las curvas de Kaplan Meier cuando se analizé la supervivencia global. Sin embargo, se
observaron diferencias en las curvas de supervivencia libre de manifestaciones graves o
muerte analizadas por Kaplan Meier. En los pacientes anti-RNPC3+ (14.6a, vs. 55.3a, log
rank p = 0.002) (Fig. B). Las tasas de supervivencia acumulada a los 5, 10, 15, 20, 25 y
30 anos fueron 90%, 68%, 41%, 20%, 20% y 0% en el grupo anti-RNPC3+ y 92%, 83%,

77%, 67%, 59% y 59% en el grupo negativo.

Entre los pacientes con EPI también se evidenciaron diferencias en las curvas de
Kaplan Meier cuando se analiz6 la supervivencia libre de manifestaciones graves o
muerte en el grupo anti-RNPC3+, comparado con los pacientes que expresaron ATAI
(14.6a vs. 35.9a, p = 0.007) (Fig. 1C) y comparado con pacientes que fueron negativos

para ambos: ATAI y anti-RNPC3 (14.6a vs. 55.3a, log rank p = 0.008).
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Resultados

La cohorte global se analizé con el objetivo de describir factores asociados con
peor supervivencia. En el analisis univariante de la cohorte global, el sexo femenino se
asocio a mejor pronostico (hazard ratio (HR): 0.36, 95%CI 0.15-0.85). Las variables
relacionadas con peor supervivencia fueron: la edad al inicio (HR: 1.10, 95%CI 1.07-
1.13), la presencia de HAP (HR: 2.66, 95%CI 1.36-5.23) o la presencia de cancer (HR:
2.09, 95%CI 1.09-3.99). En el estudio multivariante, los factores de riesgo independientes
relacionados con peor pronostico fueron edad al inicio (HR: 1.11, 95%CI 1.08-1.14) y la

HAP (HR: 2.35, 95%CI 1.16-4.74 (ver tabla al final del apartado).

En relacidn a la supervivencia libre de muerte o manifestaciones graves, en el
modelo univariante de Cox se observd que el sexo femenino se asocié a un mejor
prondstico (HR: 0.26, 95%CI 0.15-0.46), asi como la positividad de ACA (HR: 0.38,
95%CI 0.24-0.62), mientras que la positividad para anti-RNPC3 (HR: 3.61, 95%CI 1.64-
7.94), el subtipo cutaneo difusa (HR: 2.88, 95%CI 1.73-4.80), la edad al inicio (HR: 1.05,
95%CI 1.03-1.06), la presencia de EPI (HR: 4.11, 95%CI 2.61-6.47) o HAP (HR: 4.11,
95%CI 2.58-6.54), la afeccion cardiaca (HR: 1.91, 95%CI 1.22-2.94) y la expresion de
ATAI (HR: 1.98, 95%CIl 1.24-3.16) se relacionaron con peor prondstico (mayor
mortalidad o manifestaciones graves). En el andlisis multivariante los factores
independientes asociados a un peor pronostico fueron: el subtipo cutaneo difusa (HR:
1.84, 95%CI 1.02-3.33), la edad al inicio (HR: 1.06, 95%CI 1.04-1.08), la presencia de
EPI (HR: 2.25, 95%CI 1.27-3.99), 0 HAP (HR: 4.05, 95%CI 2.32-7.07), la positividad
de anti-RNPC3 (HR: 2.49, 95%CI 1.01-6.08) y la expresion de ATA (HR: 2.17, 95%CI
1.17-4.03). El sexo femenino se asocié de forma independiente a mejor prondstico (HR:

0.36, 95%CI 0.20-0.68). (ver tabla 5 al final del apartado).
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Resultados

Tabla 5.1 Analisis univariante y multivariante para la supervivencia global.

Anélisis univariante

Analisis multivariante

HR 95% ClI P HR 95% IC P
Sexo femenino 0.36 (0.15-0.85) 0.0212 0.43 (0.17-1.07) 0.070
Subtipo cutaneo difusa 1.13 (0.44-2.92) 0.801
Edad al inicio, afios 1.10 (1.07-1.13) <0.0012 1.11 (1.08-1.14) <0.001
Enfermedad pulmonar intersticial 1.67 (0.89-3.15) 0.1122 1.64 (0.85-3.16) 0.143
Hipertension arterial pulmonar 2.66 (1.36-5.23) 0.0042 2.22 (1.09-4.51) 0.027
Afeccion cardiaca 1.04 (0.55-1.94) 0.913
. _— 0.00- 0.761
Crisis renal esclerodérmica 0.05 133(10673.4)
Cancer 2.09 (1-09-3.99) 0.0262 1.66 (0.85-3.23) 0.135
Anti-RNPC-3 1.98 (0.47-8.35) 0.350
Anti-centromero 0.74 (0.40-1.38) 0.342
Anti-topoisomerasa | 1.30 (0.63-2.66) 0.476
Anti-RNA polimerasa I 1.59 (0.37-6.88) 0.532
IC: intervalo de confianza; FCV: capacidad vital forzada; p negrita: p < 0.05
aV/ariables incluidas en el analisis multivariante.
Tabla 5.2 Analisis univariante y multivariante para la supervivencia libre de muerte o manifestaciones graves
Univariate analysis Multivariate analysis
HR 95% ClI P HR 95% IC P
Sexo femenino 0.26 (0.15-0.46) <0.0012 0.33 (0.17-0.64) 0.001
Subtipo cutaneo difusa 2.88 (1.73-4.80) <0.001?2 1.84 (1.02-3.33) 0.043
Edad al inicio, afios 1.05 (1.03-1.06) <0.001% 1.06 (1.04-1.08) <0.001
Enfermedad pulmonar intersticial 411 (2.61-6.47) <0.0012 2.25 (1.27-3.99) 0.006
Hipertension arterial pulmonar 411 (2.58-6.54) <0.0012 4.05 (2.32-7.07) <0.001
Afeccidn cardiaca 1.89 (1.22-2.94) 0.0042 0.98 (0.59-1.62) 0.939
. _— 0.00- 0.664
Crisis renal esclerodérmica 0.05 39(188.47)
Céncer 1.45 (0.87-2.40) 0.1532
Anti-RNPC-3 3.61 (1.64-7.94) 0.0012 2.49 (1.01-6.08) 0.046
Anti-centromero 0.38 (0.24-0.62) <0.0012 0.81 (0.41-1.62) 0.552
Anti-topoisomerasa | 1.98 (1.24-3.16) 0.0042 2.17 (1.17-4.03) 0.014
Anti-RNA polimerasa Il 1.17 (0.42-3.25) 0.759

HR: Hazard ratio; IC: intervalo de confianza; p negrita: p < 0.05

@Variables incluidas en el anélisis multivariante.
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Discusion general

La presencia de diferentes ANASs es uno de los aspectos caracteristicos de la ES.
Esta bien estudiada la utilidad de los mismos en la enfermedad en cuanto al diagndstico,
seguimiento, clasificacion en los diferentes subtipos clinicos y pronostico de los
pacientes. Ademas, nos ayudan a predecir complicaciones clinicas. La mayoria de los
pacientes expresan algin ANA especifico de ES de manera excluyente. Por otro lado los
anticuerpos especificos de ES rara vez se observan en pacientes con otras enfermedades

autoinmunes sistémicas (EAS) 12,

En el presente trabajo de investigacion analizamos dos anticuerpos especificos de
la enfermedad que se expresan con baja frecuencia. El anti-RNAP Ill es el menos
frecuente de los tres incluidos en los criterios clasificatorios de 2013 *°. Se trata de un
anticuerpo importante en la ES por sus implicaciones clinicas y pronosticas, ya que se
asocia a manifestaciones clinicas graves de la enfermedad como la CRE y el cancer
sincrénico 12°122, Por otro lado, y en base a la bibliografia previa, es un anticuerpo poco
estudiado en paises mediterraneos, no existiendo hasta ahora ningln estudio amplio
unicentrico que examine las caracteristicas clinicas y la supervivencia de los pacientes

que expresan dicho anticuerpo en una cohorte espafiola.

En cuanto al anticuerpo anti-RNPC3 existen escasos trabajos de investigacion
dado que hasta la actualidad sélo se ha podido determinar por IP. En la cohorte inicial se
describid asociacion con afeccién organica grave como la fibrosis pulmonar; ademas
también se describid asociacion con afeccion gastrointestinal grave y cancer sincronico
65151152 E| hecho de no disponer de técnicas de laboratorio que permitan su
determinacion es un aspecto relevante en la préactica clinica que ha impedido realizar

estudios con otras cohortes con las que se validasen las asociaciones descritas. Si se
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confirman y validan las asociaciones clinicas previamente descritas en una cohorte en la
que se determine el anticuerpo con una técnica de mas facil aplicacion se podria mejorar
el diagnostico seroldgico de pacientes con ES, con las implicaciones clinico pronosticas
y de tratamiento que conlleva. El estudio realizado es el primero focalizado en estudiar
las caracteristicas clinicas asociadas a este anticuerpo de forma amplia, determinado por
PMAT vy focalizado en la EPI, asi como la supervivencia, comparandolo con pacientes

anti-RNPC3 negativo y con pacientes que expresan otros anticuerpos.
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Estudio de investigacion 1: Perfil clinico prondéstico de los pacientes con

esclerodermia y anticuerpos anti-RNA polimerasa 111

En el estudio observamos una asociacion entre el anticuerpo anti-RNAP 111y las
siguientes manifestaciones clinico epidemioldgicas: menor retraso diagnéstico de la
enfermedad y mayor frecuencia de subtipo cutaneo difusa, CRE, HTA y de
manifestaciones musculoesqueléticas tales como artritis, roces tendinosos y contracturas
tendinosas. En cuanto a la supervivencia, no hemos evidenciado diferencias entre los dos

grupos analizados dependiendo de la presencia de anti-RNAP I11.

La prevalencia del anticuerpo en la cohorte del estudio (11.8%) es similar a la
que se comunica en estudios previos y en el tltimo metaanalisis %, siendo comparable
a la encontrada en las cohortes del sur de Europa (Francia e Italia), donde se sitlan entre
el 6.6-12.1% %618y mas baja que la descrita en Estados Unidos (26%) ??, Canada
(18.6%) &, Europa del norte (21.7-22%) 81182 y Nueva Zelanda (20%) . Existen
diferentes estudios que han establecido la prevalencia del anti-RNAP 111 en Europa 122164
167 pero esta es la primera vez que se realiza un estudio de prevalencia y de definicion
del perfil clinico en una cohorte con positividad anti-RNAP I11 en Espafia. La similitud
entre las cifras encontradas entre regiones cercanas geograficamente indican que existen
factores genéticos y ambientales que puedan influenciar 84, Por otro lado, paises situados

en latitudes similares presentan prevalencias semejantes, 1o que apoya esta teoria.

El subtipo cutaneo difusa estuvo presente en el 76.9%, siendo el subtipo cutaneo
mas frecuente en el grupo de pacientes que expresan anti-RNAP |11, los porcentajes son

similares a los descritos en las series publicadas 16318,
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En relacion con la presencia de GAVE los resultados no son homogeéneos. En el
estudio actual, hemos encontrado una prevalencia similar entre ambos grupos (13.3% vs.
13.4%); tampoco observaron diferencias en las prevalencias de GAVE en el estudio de
Hung et at. (35.7% vs. 28.9%) 8. Sin embargo, en el afio 2014 el grupo EUSTAR realizé
un estudio en el que se objetivaron diferencias significativas de la prevalencia de GAVE
dependiendo de la presencia de RNAP (63% vs. 27%, p = 0.01), siendo la OR de presentar
GAVE s de 4.6 (95% CI 1.2-21.1) 174, Mas recientemente, en una cohorte de Estados
Unidos se seleccionaron 225 pacientes con ES a los que se les habia realizado una FGS,
y se compararon los pacientes que presentaban GAVE y los que no. Se observd que
aquellos con GAVE expresaban con mayor frecuencia anti-RNAP 111 (71% vs. 19%,
p<0..01), los pacientes también presentaban mayor prevalencia de CRE (21 vs. 3%,

p<0.01) 187,

En la cohorte del estudio se observo una mayor incidencia de manifestaciones
musculoesqueléticas como la artritis, probablemente la asociacion se justifique por la
mayor prevalencia de subtipo cutaneo difusa. En otras series europeas también se observo
esta tendencia cuando se compararon los pacientes que expresan anti-RNAP 111 con los
que expresan ACA (43.5% vs. 20.1%) 88, Concomitantemente, se ha descrito asociacion
entre la presencia de anti-RNAP Il y otras enfermedades del tejido conectivo con

expresion fundamentalmente articular como la artritis reumatoide 62,

Aproximadamente la mitad de los pacientes con anti-RNAP |11 estan afectados de
EPI, lo que es ligeramente superior a lo publicado en otras series 11814518 nero similar a
un estudio noruego (51%) **°. En ambos estudios el diagndstico de EPI se realizé por TC.

Teniendo en cuenta el resultado del TC y PFR, Hoffmann-Vold et al. **° proponen
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clasificar a los pacientes en dos grupos en el momento del diagnostico. Un primer grupo
con hallazgos normales en ambas pruebas, los cuales presentan riesgo bajo de desarrollar
EPI, y un segundo grupo en el que algunas de estas pruebas salen alteradas y presentan
un riesgo mayor de desarrollar EPI, por lo que es recomendable realizar un seguimiento
estrecho y un tratamiento precoz si se detecta EPI. Los mismos autores sugieren que los
pacientes con anti-RNAP |11 presentan progresion de la EPI mas rapida que los pacientes
con EPI y otros anticuerpos. Hoffmann-Vold et al. *** no observaron diferencias en los
valores de la FVC entre pacientes anti-RNAP 1l comparados con los que presentaban
ATAI. En esta misma linea, en el estudio actual no se evidenciaron diferencias en los
valores de la FVC entre ambos grupos, probablemente debido al bajo nimero de ATAI

en el grupo anti-RNAP 111 negativo.

En relacion con la enfermedad vascular pulmonar, la prevalencia encontrada de
HAP es similar a la previamente descrita 7145163188190 gjn nhoder establecer relacion entre
la presencia de esta complicacién y el anticuerpo. En la mayoria de estudios no se
evidencia asociacion entre la HAP y la positividad para anti-RNAP 111, pero hay que tener
en cuenta que mayoritariamente el diagnostico de la HAP no se realiza por cateterismo
derecho 94168 En el analisis multivariante realizado en una cohorte de alrededor de 400
pacientes, se observd que el anti-RNAP 11l es un factor de riesgo independiente de
desarrollo de HAP diagnosticada por cateterismo derecho #’. En el estudio actual la
frecuencia de HAP en los pacientes con anti-RNAP 111 positivos es similar a la de las
cohortes globales (11.8%), por lo tanto, en los pacientes con anti-RNAP |11, igual que en
el resto de pacientes con ES es necesario realizar un correcto cribaje de esta complicacion

durante el seguimiento.
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La asociacion entre CRE y presencia de anti-RNAP |1l esta bien establecida
761.170-172 - describiéndose una prevalencia de CRE en los pacientes que expresan el
anticuerpo del 24% 72, La CRE ocurre en el 5% de los pacientes con ES, estando presente
el anti-RNAP 111 en el 58% de los casos 1’°. Clinicamente los hallazgos clinicos mas
frecuentemente observados son la hipertension arterial en un 78% de los pacientes,
encefalopatia hipertensiva en un 58% y microangiopatia trombgética en un 56% 8. De
manera concordante con lo publicado previamente, en la cohorte del estudio se ha
observado una relacién entre afeccion renal en forma de CRE e HTA y expresion de anti-
RNAP I11, por lo que es fundamental un control de cifras tensionales y analisis de sangre
y orina en este grupo de pacientes. Es importante resaltar que, tal como se menciono
previamente, los pacientes que expresan anti-RNAP Il tienen mas frecuencia de
manifestaciones musculoesqueléticas como contracturas tendinosas, roces tendinosos y
artritis, lo que los expone a mayor uso de glucocorticoides (GC), por lo que es
fundamental conocer el aumento de riesgo de CRE con el uso de GC % e intentar utilizar

las dosis mas bajas posibles y durante el minimo periodo de tiempo.

Shah et al. 22 y Airo et al. 84 describieron la asociacion con cancer en un grupo
pequefio de pacientes en los afios 2010 y 2011 respectivamente, pero no fue hasta el afio
2014 cuando esta relacion se confirmé por Moinzadeh et al. 12! En éste Gltimo estudio en
el que incluyeron mas de 2100 pacientes se observd una frecuencia de cancer en los
pacientes que expresaban anti-RNAP Il del 14.2%, siendo significativamente mayor
comparada con los pacientes que expresaban ATA (6.3%) o ACA (6.8%) L. De los 154
pacientes con cancer que expresaban anti-RNAP 111, 65 eran neoplasias de mama, 19
hematoldgicos, 16 pulmonares, 17 gastrointestinales y 17 ginecoldgicos. Ademas de un

aumento del riesgo global de neoplasia, también se evidencié una asociacién entre el
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inicio de la ES vy el diagnostico de cancer (cancer sincronico) 122191, En 2018, Igusa et
al.?% describieron una razon de incidencia estandarizada de presentar cancer sincronico
(en torno a los 3 afios de diagndstico de enfermedad) del 1.83 (95%CI 1.1-2.86) en los
pacientes que expresaron anti-RNAP I11. Por otro lado, en los tltimos meses se ha descrito
un mejor prondstico de los pacientes con esclerodermia y cancer que expresan ANA
respecto a los ANA negativos . En un estudio en el que se incluyeron mas de 1700
pacientes, Gauderon et at.’® observaron que los pacientes que tenian ANA con patron
IFI nucleolar se asociaban con aumento de riesgo relativo de cancer (RR 1.5, 95%IC 1.03-
2.03), describiéndose asociacion entre anti-RNAP 11 y cancer en un 14%. Dados estos
resultados proponen que se consideren pacientes de riesgo y tributarios de cribaje de
neoplasia a aquellos que expresen patron nucleolar. Por el contrario, los que expresaban
patrén homogéneo o moteado se asociaron significativamente con ausencia de cancer (p
< 0.01) . En un estudio realizado por Bernal-Bello et al.?’ con la cohorte del HVH se
observo que la presencia de anti-PM/Scl era un factor independiente asociado a neoplasia,
teniendo que en cuenta que el anti-PM/Scl se presenta con patron de IFI nucleolar, se

confirma que la presencia de este patrén obliga a realizar cribaje activo de neoplasia.

En un estudio realizado con muestras de tejido tumoral de pacientes con cancer
que expresaban anti-RNAP Ill, se objetivd en 6 de 8 pacientes mutacion en el gen
polimerasa |1l polipéptido A (POLR3A), sugiriendo que el desencadenante antigénico
podria localizarse en células tumorales mutadas %. Teniendo en cuenta esta relacion, en
un trabajo reciente del grupo EUSTAR se propone un programa de cribaje de neoplasia
en estos pacientes 1. En la cohorte del estudio, se ha detectado una prevalencia similar

de cancer en el grupo anti-RNAP 111 a lo previamente descrito 12172 y en concordancia
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con algunos trabajos recientemente publicados, no encontramos diferencias

comparandolos con los pacientes que no expresan el anticuerpo 271%,

A pesar del largo periodo de seguimiento (38 afios), no se observaron diferencias
significativas en la supervivencia entre los grupos anti-RNAP 11l positivo y negativo,
tanto desde el primer sintoma incluyendo FR como desde la primera manifestacion clinica

diferente FR.

En el andlisis multivariante los factores independientes asociados a peor
prondstico fueron la CRE, la EPI con valores de FVC menor del 50% del esperado y la
HAP (diagnosticada por cateterismo). El subtipo cutaneo difusa, la expresion de anti-
RNAP I11, ATAI o ACA no fueron factores prondsticos independientes. El estudio actual
es el primero en que se han definido factores de riesgo independientes asociados a peor

supervivencia en pacientes que expresan anti-RNAP 111.

Una de las limitaciones del trabajo es la utilizacién de 2 técnicas para la
determinacion de del anticuerpo anti-RNAP I11l, ya que fue medido por ELISA e
inmunoblot (EUROIMMUN). Ambos métodos presentan alta sensibilidad y especificidad

comparadas con la IP, considerada el gold standard 1°7:1%,

Las fortalezas del estudio son que la poblacién estudiada es homogénea y los datos
se han obtenido de un Unico centro con lo que se minimiza la variabilidad inter observador
en la interpretacion de las manifestaciones clinicas y la realizacion de pruebas
complementaria sen el momento del diagndstico y durante el seguimiento. Otro punto

fuerte es la definicion de factores asociados a peor prondstico.
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El anticuerpo anti-RNAP I11 esta incluido en los ultimos criterios clasificatorios
ACR/EULAR 2013, y su positividad puede tener implicaciones clinico prondsticas.
Basandonos en la literatura previa, esta es la primera vez en que se define la prevalencia
y sus caracteristicas clinicas y epidemiologicas, asi como el analisis de supervivencia en
una cohorte espafiola. Hemos encontrado que el grupo anti-RNAP 111 positivo tiene méas
prevalencia de enfermedad cutaneo difusa, menos tiempo entre el inicio y el diagnostico

de la ES, menos frecuencia de FR como primer sintomay mas CRE e HTA.
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Estudio de investigacion 2: Prevalencia y Perfil clinico prondstico de los pacientes

con esclerodermia y anticuerpos anti-RNPC3

Los anticuerpos anti-RNPC3 son poco prevalentes en la ES 151152 pero
relevantes ya que se encuentran en pacientes que no expresan otros anticuerpos, pudiendo
identificar un subgrupo de enfermos con riesgo de presentar enfermedad pulmonar grave
152 Nuestro objetivo fue determinar anti-RNPC3 por la técnica PMAT y describir las
caracteristicas clinico prondsticas de los pacientes con anti-RNPC3 y especificamente
valorar la implicacion pronostica de la presencia de anti-RNPC3 en los pacientes con EPI.
En nuestra cohorte, describimos una prevalencia de anti-RNPC3 de 4.3%, asociandose a
EPI y a peor prondstico tanto en la cohorte global como en el subgrupo con EPI. Los
resultados son similares a los que se observaron en la cohorte en la que se describid por
primera vez el anticuerpo por IP, por lo que la técnica PMAT podria ser de utilidad para

la deteccidn de este anticuerpo.

En cuanto a la prevalencia, fue similar a la previamente descrita en dos cohortes
de Estados Unidos %112 (3.2 y 3.8%, respectivamente). La frecuencia de subtipo cutaneo
limitada también fue comparable a las cohortes previas. El patron por IFI mas frecuente

fue el moteado (RNP like), tal y como se ha observado en estudios anteriores °2.,

En la misma linea que los trabajos previos, hemos observado mayor afeccion
pulmonar, con mayor prevalencia de EPI en los pacientes que expresan anti-RNPC3 que
en la cohorte negativa. La prevalencia de EPI fue del 57.9%, menor de la que se observo
en los estudios de Fertig et al 152, y por McMahan et al 8. (79% y 77% respectivamente).

La menor prevalencia probablemente se justifique por la diferente metodologia en la
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deteccion de EPI: en el estudio actual hemos considerado tnicamente el TCAR mientras
que Fertig et al.'®? definieron EPI como fibrosis pulmonar o areas de vidrio esmerilado
objetivado por radiografia de térax o TC; McMahan et al. % no definen en su articulo los
criterios de EPI. En cuanto a la gravedad de la EPI observamos que un 36.8% del grupo
anti-RNPC3+ presentaban EPT, con diferencias estadisticamente significativas
comparado con el grupo con RNPC negativo que solo presentaban EPT en un 11.7% (p
=0.006). En el subanalisis que se realiz6 considerando Unicamente los pacientes con EPI,
los que expresaban anti-RNPC3 progresaban mas rapidamente que los negativos, con una
mediana de supervivencia libre de manifestaciones de 14.6 afios, comparado con 55.3
afios en el grupo negativo. En la misma linea, comparados con los pacientes con EPI que
expresan ATAI, también se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
mediana de supervivencia libre de manifestaciones graves (14.6a vs. 35.9a, p = 0.007).
Fertig et al.!>?, evidenciaron que la causa de muerte por fibrosis pulmonar en el grupo
anti-RNPC3 fue significativamente mas frecuente que en los pacientes con ATAI, lo que

traduce también una mayor gravedad de la EPI en el grupo anti-RNPC3+.

La supervivencia global se analiz6 desde el primer sintoma atribuible a la ES. La
supervivencia acumulada a los 10 afios fue del 100% en el grupo anti-RNPC3+, mayor
que la observada por Fertig et al. 12 quienes describieron una supervivencia a los 10 afios
del 66%. En los pacientes con EPI la supervivencia estimada a los 10 afios fue del 100%
y a los 25 afios del 67%. No podemos comparar las supervivencias con las que se
observaron en el estudio de Fertig et al. 2, porque en su cohorte el seguimiento fue de
6.9 afios. La mejor supervivencia de los pacientes con EPI de la cohorte actual en relacion
con la cohorte de Fertig et al. %2 puede justificarse por el mayor nimero de pacientes

gue seguian tratamiento inmunosupresor (ciclofosfamida, rituximab, micofenolato).
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En un estudio previo Shah et al ! se describié que la presencia de anti-RNPC3
se asociaba a HAP definida por aumento de la presion sistdlica de ventriculo derecho
(PSVD) estimada por ecocardiografia. En el grupo anti-RNPC3+, se observé una PSVD
de 43mmHg (mediana, IQR: 35-51mmHg), mientras que en el grupo negativo para ACA,
ATA y anti-RNAP (CTP-negativo) fue de 34mmHg (IQR: 30-42mmHg) **%. En nuestra
cohorte, hemos encontrado un aumento de la velocidad de regurgitacion tricuspidea
medida por ecografia al inicio del seguimiento, con una tendencia a presentar mayor HAP
diagnosticada por cateterismo (26.3% vs 11.4%). Uno de los motivos por los que no se
alcanza la significacion estadistica podria ser el pequefio nimero de pacientes con HAP
en el grupo positivo (Unicamente 5). Sin embargo, hemos encontrado que 5/19 (26.3%)
de los pacientes en el grupo anti-RNPC3+ presentd HAP, siendo un porcentaje mayor
comparado con la prevalencia en nuestra cohorte global (21/447, 11.4%) y con las
prevalencias habituales de HAP en las cohortes de pacientes con ES %200 Es necesario

realizar mas estudios para confirmar esta asociacion.

En el estudio de Shah et al. !, se describid la asociacion entre anti-RNPC3 y
cancer y su relacion temporal. Los autores seleccionaron 318 pacientes con ES y cancer,
de los cuales 70 (22.0%) fueron positivos para anti-RNAP 111, 54 (17.0%) para ATAIl y
96 (30.2%) para ACA. Doce pacientes (3.8% de la cohorte global y 12.2% del grupo
CTP-negativo definido como ATAI, ACA y anti-RNAP 11l negativos) fueron positivos
para anti-RNPC3. Una caracteristica destacada es que el intervalo entre el diagnostico de
cancer y el diagnostico de ES en los pacientes positivos fue de 0.9 afios. Comparado con
pacientes que expresan ACA, los anti-RNPC3+, tienen un riesgo de presentar cancer
sincronico (a los 2 afios de inicio de la ES) 4.3 veces mayor (OR 4.3; 95%Cl 1.10-16.9;

p = 0.037) 15,
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En 2018, en otro estudio con mas de 2300 pacientes, lgusa et al. 1%, describieron
que el riesgo de cancer estaba aumentado en torno a los 3 afios del inicio de la ES en el
grupo de pacientes CTP-negativo (SIR: 1.83; 95%CI 1.1-2.86) 1°2, destacando los propios
autores que este hallazgo podria explicarse por la existencia de otros anticuerpos en esta
cohorte que confieren un aumento de riesgo de cancer, como el anti-RNPC3. En el estudio
actual no hemos observado asociacion entre anti-RNPC3 y cancer en pacientes con ES.
Los motivos podrian ser la diferencia de tiempo entre el inicio del cancer y la toma de
muestras de sangre y la baja prevalencia de neoplasia en nuestras cohortes (solo cuatro
en el grupo positivo para anti-RNPC3). La prevalencia de cancer en el grupo anti-
RNPC3+ fue del 21% (4 de 19 pacientes). Esta prevalencia es superior a la publicada
previamente en cohortes generales de ES. Asi en un estudio de Bernal-Bello et al. %
realizado con la cohorte de HVH en la que se incluyeron 432 pacientes se observé una

prevalencia del 12.2% 27,

Shah et al. ! evidenciaron una asociacion de anti-RNPC3 con miopatia
(definida por presentar de enzimas musculares anormales o hallazgos patoldgicos en
electromiografia, biopsia muscular o resonancia magnética), presente en 4 (33,3%)
pacientes en el grupo anti-RNPC3+ . En la cohorte del estudio no encontramos

asociacion ni con miositis, ni con miopatia no inflamatoria.

La asociacion con afeccion gastrointestinal fue estudiada por McMahan et al. %,
quienes testaron para anti-RNPC3 sueros de pacientes con y sin afeccion gastrointestinal.
En los pacientes positivos para anti-RNPC3, se objetivé una disfuncion gastrointestinal
moderada-grave (escala gastrointestinal de Medsger > 2) en el 36% de los pacientes,

comparados con el 15% de pacientes negativos (p < 0.001). Ademas, la positividad para
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anti-RNPC3 se asocio a enfermedad Gl moderada-grave (OR: 3.8; 95%CI 1.0-14.3).
Aunque nuestro estudio no se focalizd en analizar la gravedad de la enfermedad
gastrointestinal, no encontramos diferencias en la afeccién global, ni en la presencia de

GAVE, afeccidn esofagica, gastrica o intestinal.

En cuanto al analisis de supervivencia, Fertig et al 2. describieron que en la
cohorte de pacientes con EPI, la expresion de anticuerpos anti-RNPC3 se asocio con un
riesgo 2.25 veces mayor de muerte o trasplante de pulmén en comparacion con el grupo
negativo. En la misma linea, en nuestro estudio, en el analisis multivariante encontramos
un riesgo 2.49 veces mayor (IC del 95% 1.01-6.08) de EPT o muerte asociada con el

anticuerpo anti-RNPC3.

En el andlisis de cohorte global los Gnicos dos factores relacionados con una peor
supervivencia fueron la edad al inicio y la presencia de HAP. Ambos factores estan

asociados a mal pronostico en la mayoria de las cohortes 52! de pacientes con ES.

La deteccién de anticuerpos anti-RNPC3 utilizando nuevas técnicas como la
nueva tecnologia multi analitica basada en particulas (PMAT) puede mejorar el
diagnostico seroldgico de los pacientes con ES. Es importante considerar este anticuerpo
en pacientes que expresan ANA con patrén moteado en la IFl y sin anticuerpos
especificos de esclerodermia, ya que es un marcador que nos ayuda a detectar pacientes
en riesgo de desarrollar EPI grave. Debido a su peor pronostico, estos pacientes requieren
un seguimiento estrecho de la enfermedad pulmonar y si es necesario, un tratamiento
agresivo precoz. En el estudio actual se ha utilizado PMAT para determinar el anticuerpo

anti-RNPC3, siendo la primera vez que se utiliza una técnica no radioactiva para testar el
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anticuerpo, ya que en todos los estudios previos se utilizo la IP. El fenotipo clinico que
describimos en nuestra cohorte es similar al comunicado anteriormente (prevalencia
similar del anticuerpo, tasas comparables de subtipo cutaneo limitada, EPI mas frecuentes
y mas agresivas en el grupo positivo), lo que apoya que la técnica PMAT tenga buena

correlacion con la IP.

Consideramos que son necesarios mas estudios ampliando el nimero de pacientes
para validar los resultados obtenidos con la técnica PMAT vy para confirmar nuestros
resultados y las asociaciones descritas con cancer y su relacion temporal y la afeccion

gastrointestinal grave.

Algunas limitaciones del estudio son que no ajustamos los resultados pulmonares
con el consumo de tabaco y no evaluamos la gravedad de algunas caracteristicas clinicas
como el FR o la afeccion digestiva. En cuanto a los puntos fuertes podemos destacar que
los pacientes fueron seleccionados en solo dos centros, por lo que se garantiza la

homogeneidad tanto en la recogida de datos como en el seguimiento de los pacientes.
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Conclusiones

Las conclusiones que se pueden extraer son las siguientes:

108

1-

Los pacientes que expresan anti-RNAP 111 presentaban de manera estadisticamente
significativa mayor frecuencia de: subtipo cutaneo difusa, artritis, CRE e HTA. El
tiempo entre el inicio y el diagnéstico de la enfermedad era menor. EI Fendmeno
de Raynaud como primera manifestacion clinica fue significativamente menos
frecuente. No se evidencid asociacidn con cancer (global y/o cancer sincrénico) ni

con la presencia de GAVE.

En el estudio de supervivencia no se observaron diferencias en las curvas de
Kaplan Meier entre ambos grupos (anti-RNAPIII positivo y negativo). Los factores
independientes asociados a un peor pronostico en la cohorte anti-RNAP 111

positivo fueron la CRE, la EPI con FVVC menor del 50% del esperado y la HAP.

El grupo de pacientes que expresaban anti-RNPC3 presentaban de manera
estadisticamente significativa mayor frecuencia de EPI, de EPI grave, de
Enfermedad pulmonar terminal y peor supervivencia. No se evidencié una
asociacion con cancer (global y/o cancer sincronico) ni con la afeccion
gastrointestinal. La supervivencia libre de muerte o manifestaciones graves fue
menor en el grupo anti-RNPC3+ tanto en la cohorte global como en el subgrupo
con EPI. Los factores de riesgo independientes asociados a peor supervivencia
fueron la edad y la presencia de HAP. Los factores de riesgo independientes
asociados a peor pronéstico (muerte y/o manifestaciones graves) fueron la
presencia de anti-RNPC3, el subtipo cutaneo difusa, la edad al inicio, la presencia

de EPI, la HAP y la expresion de ATAI.



Conclusiones

4- En el subgrupo con EPI, la supervivencia libre de muerte o manifestaciones graves
fue menor en los pacientes que expresaron anti-RNPC3 comparado con los

pacientes que expresaron ATAL.

5- El fenotipo clinico descrito en los pacientes que expresan anti-RNPC3
determinado por PMAT es similar al que se definid en el estudio el anti-RNPC3 se
detecto por IP. Por lo tanto, la técnica de PMAT puede ser Gtil para determinar

anti-RNPC3 en la préactica clinica diaria.
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Lineas de futuro

Los resultados de esta tesis doctoral aportan informacion en relacion al perfil
clinico pronostico de los pacientes que expresan dos anticuerpos poco estudiados:

RNAPOL y RNPC3.

En relacion al estudio de pacientes con anti-RNAP 11l consideramos que seria
interesante confirmar los factores asociados a mal pronostico en otras cohortes. También
creemos necesario establecer si la asociacion con cancer es especifica de determinadas
mutaciones que no se presentan en todos los pacientes con anti-RNAP Il e incluso si
existen determinadas subunidades del RNA polimerasa que se asocian de manera
especifica a cancer y de esta manera poder realizar algoritmo de cribaje de cancer de

manera mas individualizada.

En el estudio de perfil clinico de los pacientes con anti-RNPC3, el fenotipo clinico
concuerda con el descrito previamente utilizando IP pero es fundamental validar la
técnica PMAT para poder implementarla en la practica clinica diaria ya que permite
identificar pacientes que presentan EPI grave y mal prondstico. En cuanto a la asociacién

con cancer es necesario realizar estudios con un mayor numero de pacientes.

Determinar el perfil clinico pronostico de los pacientes que expresen anti-RNAP
I11'y anti-RNPC3 en cohortes de diferentes paises seria de utilidad para comprender el
diferente comportamiento de estos anticuerpos dependiendo de la region geografica,

motivado probablemente por una conjuncion de factores ambientales y genéticos.
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ABSTRACT

Objective. To evaluwate the climcal
Jearwres and survival of patents with
posinve ani-BNA pohymerase I {ani-
BNAP IIT) in a Sparish single cemire.
Methods. We amalysed 221 patiemis
with 5S¢ aocordimg fo LeRoy and
Medsger criferia. Twenfy-six patienis
wiih pasinviry for anti-BNAP I aro-
badies were compared with 195 nega-
tive patienis. Epidemiological, chimical,
impmmological feamres and swnival
were analysed.

Resulis. fn panents with aun-RNAP IIT
positnviry diffuse cutamesus $5e (delle)
sulbset was e most prevalent {20, 76.9%
wi. 35, 17.9%, p = Q001), with shorter
diggmosis delay (401 = 734 years vs.
677 + 927 years, p = 0.005). Patenis
with ani-RNAP [T annibodies had high-
i frequency of arerial hypertension
(13, 50% ws_55, 25 2%, p = 0024, scle-
roderma remal criss (SRC) (3, 11 5% vs.
3, 1.5%, p = Q023), ardninis (9, 3486%
wi_ 35, I79%, p = Q046), tendom frie-
fiom mubs (4, 154% vi. 1, 05%, p =
0.001 ) and comtracnares (5, 192% vs.
10, 51%, p = 0.02). There were mo dif
Jeremees foumd im the presemee of cancer
or in global aervival. In the sltivariare
agvival analysis, severe interstinial g
dizease (ILD (HR: 581, 95%CT 340 —
21.81), pulmonary arierial kypertension
(PAH) (HR:- 405, 859%CT 142 - 11 81)
and SRC (HR: 1727, 83%CT 536 -
88 97 ) were the only factors associgted
with poor prognosis.

Conclusions. In ihas cohort ana-BENAP
IIT amtibodies are relafed with delSe
subset, shorter diggnostic delay amd
higher prevalemce of muscwloskelotal
imvelhvement, arterial ypertension and
SRC. ILD), PAH and SRC were inde-
pendent prognosiic factors.

Introduction
Systemic sclerosis (35c) i3 a mul-
Horgan connective tssue disease of

antoimnmane nanme characterised by
fibrosis of the slkam and miemal or-
gans, activation of immmune systemm and
prominent vascular and microvaseunlar
damagze and oxidative soess (1, ). In
addition, current investigations support
the actvation of the immnume system
plays a cracial rele in the pathogen-
esis of 55¢ (3, 4). Ome melevant fea-
ture of the imomme system acdvaton
iz the presence of andnuclear antbod-
ies (AMNAs) in almost 0% of patents.
Moreover, ANAS react apainst differ-
ent inacellular compoments that play
crueial roles in manscription, splicing
and cell division, leading to the ex-
pression of a specific antoantdbody (5).
The most recent classificadon criteria
developed by the American Collage
of Bhemmatology and the European
Leapue Against Fheamatism (ACES
EULAR) inchade anti-cenTomere an-
tbodies (ACA), anb-topoisomerase I
(ATA) angbodies and ang BNA poly-
merase I andbodies (anE-FEMNAP IOT)
(6). ACA are associated with limited
cutaneons  involvement, pulmonary
arterial hypertension (BAH) and more
favourable prognosis than  patients
with other 535c-related AMA (T-F).
Ang-topoisomerase I (ant-topo I) are
related to diffuse skom involverment and
interstiial lang disease (ILLY) (8). And-
EXMAP I andbody have been linked to
deS5c suboype (8, 10-12), the develop-
memnt of scleroderma remal crisis (SEC)
{10, 12, 13} and gastric aniral vascalar
ectasia (FAVE) (14). In addition pres-
ence of anti-ENAP I was associated
with the concomitant existence of can-
cer (14-1a).

A recent meta-analysis established an
overall prevalence of 11% i 55¢ pa-
tients with 3 high degres of heteropene-
ity due to demiographic and geoeraphic
factors (17). Howewer, few smdies
have been focused in amalysing the
characteristics of south European pop-
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ulation with positivity for this andbody
(15, 18-21).

Thiz smdy was undertaken to exzam-
ing the main epideminlogical, clivical,
immnmological, vascular feamares and
survival of 55¢ padents who were and-
ENAP III positive and compare with
and-FMNAP negative in a 35¢ cohort of
a zsingle Spanish cenme.

Methods

Patients

W selected 221 Cancasian patients (21
men and 192 women) diagnosed with
55¢ who were assessed in the Sclero-
derma Unit ar Vall d Hebron Hospital
since 1980, The study was approved by
the ethics Commmiftes for Clindcal Fe-
search (PGLAGHIT/2015), and all pa-
tients provided written informed con-
sent for their participants. All padents
met the LeFoy and Medsger criteria
(22) and 196 (88 6%) patents fulfilled
the 2013 ACF/EULAF. classificaton
criteria of 53¢ (&).

T mdred and twenty ome pabents
were analysed consecutively. Amomg
them, 26 with ang-FMNAF I positvicy
were compared with 195 patients who
were negative for ant-F2AD 1L

Ape at onset of disease was defined
as the presented at first clivdeal event
including the Baynaud's phenomenon
(FF), reported by the patient. We also
include age at omset of first clinical
feature other than EP. Diapnosis delay
was defined as the time from the first
symptom of the disease (frst symptom
armiburable to the disease including BF
or first symptom non-EF) o the ome
when the diagnosis was established.
Patients were classified according to
Leroy and Medsper's subsets (22): im-
ited cutameons 535¢ (1e55c) was defined
if skim thickening was confinad distally
to the elbows and knees and may affect
the face; diffuse cutansons 55¢ (des55c)
skin sclercsis also affected prozimally
o the elbows and kmees or the mumk:
ane scletoderma 55¢ (5555¢) was de-
fined by FF or eguivalents (piming
scars, typical capillaroscopic altera-
tons), antrmaclear andbodies and scle-
roderma visceral imvolvement (PAH,
Iy, SFC, oesophapgeal hypomotil-
ity or sclerodermic myocardiopathy)
without skin selerosis. Capillaroscopic

[

study was classified in “early™, “ac-
gve” and “late” pattern according to
Cutolo’s classification (23). Gastmoin-
testinal involversent was defined as the
incompetence of the lovwer esophagzeal
sphincter (pressure <15mmHg) and es-
ophazeal hypomodlity, gastroparesis,
the presence of gasmic anral vascalar
ectasia ((AVE) (watermelon stom-
ach), or bacterial overgrowth. Liver in-
volvement was determined as elevated
liver enzymes without amother cause,
presence of auicimmume bepadds or
concomitant primary biliary cholan-
gitis (24). PAH was defined as mean
pulmonary amerial pressure (mEPAE)
225mmHg in right heart catheteriza-
don (FHC) with pulmonary arery
wedze pressure (PAWE) =15mmHg
and pulmonary vascular resistance
(PWE) >3 Wood wnits in RHC (25).
Both groups were followed simdlarly
in relaton o PAH, based on ammual
sereening through pulmonary fumedon
test (FFT), echocardiogram and climd-
cal mordtoring (26). ILD was comsid-
ered if there was radiclogical evidence
of interstitial dizease on high resolu-
fion computer tomopraphy (HECT).
Heart mvolvement was defined as a
percardial imvolvement demonsiorated
by echocardiogram, computed tomoe-
raphy (CT) or muclear magnetic reso-
mance (NME), conducdon abnormali-
des established by elecmocardicpram:
izchemiic beart dizease in absence of
classical cardiowascular sk factors
(CWEF) made evident by left cathetari-
zation, NME or mryocardial seintigra-
phy; scleroderma cardicmyopathy or
cardiac fibrosis confirmed by WAE:
mimral insufficiency without CWVEF and
diastolic dysfumeton withowt CVEF
proved with echoeardiogram as well as
left ventricular ejection fracdon <50%
and mght venmicular ejecton fracdon
<40% made evident by echocardic-
gram or MME.. SEC was defined by the
presence of 2 rapid decline of remal
funeton within an interval of less than
one month or by the combination of
suddem onset or aggravadon of mod-
erate or severs arerial hypertension
=160/ 90mmEHz) in association with
mardfestations of malignant hyperten-
sion {27). Cancer data were obtained
by pathology report.

Assoriation with other antoantbodies,
cancer prevalence, overall survival amd
survival from the disease omset were
analysed.

Immnmological rest

Andnuclear autoantibodies (ANAsz)
were determined by indirect mmuano-
finorescence on HEp-2 cells. The pres-
ence of anti-BENAFP [T antibodies was
detected by commercial line blot assay
tx FP155 and P11 proweins (EURCO-
LINE Systemic Sclerosis Profile, Euro-
imerm, CGermany), or enzyme-linked
immnmosorbent assay (ELISA) (Cuan-
ta Lite BNA Pol IO, Inova Diagnos-
tics). Using the immunoblot, positive
resulis were considered as determined
by the mannfacirer; borderline resulis
were taken mibo accoumt as negatdve.
ELISA test defined a positive result ac-
cording o marafactarer MBL kit with
a ent-off value > 28UTL'mL..

Stanstical analysis

Ficher's emact probability or chi-
squared test was used for categomical
varizbles. For contimous variables t-
Smadent test were used. Survival analy-
si5 was performed nsimg Kaplan-Meger
curves and log-rank test. Independent
nisk factors from wnivaniate aralyses,
at a sipnificance level of 20% were
included in the pmlfivaniate Cox's re-
eression model.

In gne analysis any symptorm inchading:
FP was considered as de onset of dis-
ease, whils in another was considered
the first sympeomn-non BF, in both cases
reported by patient or doctor. Statistical
analysis was accomplished using SPS5
Smatistes 200 (Inc., Chicapo, T5SA).
Sratstical sigrificance was defined as
ap valoe lover than 0.05_

Besulis

Of 221 padents inchuded in the smdy,
26 (11.7%) szhowed reacuvity amd-
EMAP M. Twenty-four patients were
positive by fmmunoblot, 22 were
EP135+FF1l+, one was FEPLS5+
FP11- and another was EP155-FF11+
{the latter was also positive by ELISA).
Among these 24 patents diagnosed
by immnunoblot, & total of 4 patients
were positive also by ELTSA. In addi-
ton, 2 more padents were ant-FMAF
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Table I. Demographic and clmical characteristics of 221 S5 patients, with and withoat anti-BN AP T reactivity.

Demographec and clanical chamctenistcs, n (%) Cwerall 55 Ang-BENAPI posgtive Ano-RRAP I negative P
20 {100 {118 195 (HE
Female gender, n (%) 192 (@B6m PAINE (1] e e (A0
S%c qubsety (N=220)
Limitsd cutaneous $5e, m (%) 13T (62 B (Z51) 131 (672 bkl
Hime escleroderma S5¢, n (%) 25 (15.1) ) 25 (149 030
Cnffuse cutaneces $5c, n (%) 55 24 M (M 15017, i Mkl
Age of disease onset, mean = S0, y 405 + 1546 355 + 1400 40K+ 158 ik ]
Age o onsed of first non-KP sympbom, mean = S0, y 453 + 148 41.0x 155 438+ 147 i frirc |
Age ot S5 diagnosis, mean + S0, ¥ 465 + 156 424 + 1546 474 + 155 LR i)
[nagniosss delay simoe first sympiom, mean + S0, v 63+ 990 411 +73 G+ 92 IR
[nagnosss delay since mom KP symptom, mean = S0, v L+ 51 1.4+2.8 L 54 208
Timne of follow-ap since first symplom, mean = 50, y 1ET £ 121 162 + 105 121 + 123 (12068
Time of fodlow-op smince first pon KP symptom, mean + 50,y 135+ 93 3492 140+ 94 )
Patienis who met 2013 ACREULAR critena, n (%) 159 CHELGS 26 (100 170 (.1 iy
Cutrlo Lats j=aloy & (%) S420% (26.3) W3 (2610 AU1EG (26.3) iR ]
Cardiovarchar risk facsars
Arienal hyperensson, u (%) B2 (308 13726 (50 S419% (28.2) 024
Dbtz bellives, u (%) 117220 (5 1726 (38 1H1%E (5.1 10000
Cryslipicemia, n (%) A7 (2135 GG (25.0) 411198 (21 (LEL0
Penpheral vascular manifestasons, n (%) 2200221 (9SS 2026 (10 1500155 (955 il i]
Raysaud’s phenomenon, n (%) 2122 (T 20026 (100 19061595 197.4) 100003
Dugitnl uleers, n (%) 114221 (52 16206 (61 .5y QOO (S0 ik ir]
Telangiectames, m (%) 166221 (75.1) 226 (MW 146155 4.9 [UEMD
rastroinbesimal involvement, u (%) 1927221 (865 I35 (HHS) 16890195 (36T 1000
Esophagus imvolvement, & (%) 1817221 @15 202G (MG 1617155 H26) ST
Stoavaich imvolvemess, o (%) 417221 (18.8) 6 (308 IS (169 0106
GAVE, n (%) 15112 (1348 1% (133) 1397 (13.4) 10000
Imsesminal irvalvemene, & (%) I (16T W26 [(Z50) 3198 (159 (0400
Liver imvolvement, n (%) 10221 (D 6 (M 15198 (| (LT
Lamg involvement (ILD andior PAH) 1221 (453 1526 (50T Q0% (483 el
Imtersiitial lung disease, n (%) G221 (43.4) 14726 (S5H) H2195 (42.1) (508
Pulmeomary artenal byperiension, n (4% 26221 (11.8) 26 (11.5) ZI9E (11.8) 1000
PVC < N, m (%) AN (33E G (3600 aNes (3 (g
PVC < S0, m (%) 220 (1w 2006 Ay 20195 (103) 1000
Heat involvement, & (%) 169221 (M5 1926 (75.1) 1501598 S [ et
LVEF « 5(F&, n (%) W 33 26 o TS 36 10000
Pencardtis, n (%) IR0 (13.1) S (192 24195 (12.3) n3s2
Coronary heart dissase, n (%] 47020 (18 Ll L] A%E (2.1) 1000
Coronary microvascolar disease, 1 (%) 10210 (N 326 (11.5) 141158 7.2y 431
LV dastolic dysfoncoon, m (%) W22 (44 11726 (44 S (47 TG
Mfitrad insufficiency, u (%) 129221 (54 14726 (538 1127155 ) [ rad
Conduction shscmealities, n (%) 5221 (34 W26 (353) 440198 (338 [0 G
Metyocandial fibeosis, n (%) 47020 (18 1726 (38 ¥R (15 [0
Rema! bevodvemenr
Scleroderma remal crisis, n (%) [ piel i) 326 (11.5) NS (1.5 23
Muscobskalatal imvobvensant, n (%} W22 (484 1826 (51 9y WS (48T 150
Arthritis, m (%) 447220 (194 QG (R 38195 (175 i, Uy
Temaiom friction rubs, n{%) 221 (23) A6 (15.4) 1155 (S (T
Conbractares, n (%) 15221 (65 A (192 TWIeE (5.1) L2
Metyositzs, n (%) 137221 (3% W26 oh 13195 (6T i e |
Non-inflammasory myopathy, n (%) 16221 (7.2) 1726 (3.5 15195 (. L 1
Calcanosis, n (%) 547220 (244 TG (2605 AWIE (24.1) 753
Camcer 257221 (113 A (154 21195 (108 (508
Cameres of dearh
Toual, n (%) 20291 (13.1) AR (19.4) SR (128 TET
S%¢ relared:
[LDvor PAH, n (%) 1274 (413) 34 (MR G5 (36) (126
Cardiopathy, n (%) A (105) 4 A% (12 1000
Scleroderma resal crisis, n (% 1725 (3.4) i il 1725 (4) 1000
Mo &5 -rel misd 152 (448 14 (25 12725 (4 [0

S%c: systemec sclerceas; anti-RMAF [I1: anti-RMA polymerase [11; - years, RF: Raynaud's phenomenon; GAYE gasinc aneml vescular eciasia; [LD: meer-
stial lung disease; FAH: pulmonary amenal byperiesson; FVC Forced Vil Capacity, LYEF: left veniricle spection fraction; LY. left venincle;, bold o

P,
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Table II. Immumolapical fextores of 121 55c patients with and without and-REMAP IT

TEaCEvITY.
Overalll 535¢ Ano-BMAPIN  Ans-RNAPII F
2] (10 Positive negatve
260118 199 (2=R.2)

Anti-moclear, n (%) 207 (= 8 (100 191 (FT.5 100
Angi-centromerns, m ) TT (348 (LW T aes il Wi
Angi-topoisomerase, n (%) 45 (22 7 3115 A (1L {188
Ano-E8S, n (%) T 0 gm 17 (8T (LT3
Anti-ENE n (%) L e | 0 gm L ER] 1000
ARC-HO52, n %) Gl (Z50) 2113 S8 (2T LT ]
Anzi-Hofl, n (%) 24 {109 2{TTN 22 §{113) (740
Anti-La, n (%) 6B {2T 1 (3.8 - Y 01530
Bodd p: i,

I pocitive by ELTSA without having
been tested by the mmmumoblor The
main  demopraphic  characteristics,
clirdeal memdfestations, immunalogical
feanmes, survival and causes of death
are represenied in Table I. The female
(21, B0 8% and 171, 87.7%) was the
most frequent gender i both zroups.
Fatents with ang-FMNAP I anobody
did not differ from seromegative eroup
in terms of mean age at diseass onset
(322+13 % years vi. 407157 years)
or mean age at diagnoss (42.4=15.6
wears vi. 474155 wears). A shomer
diagnosis delay in padents with amifi-
ENWAP I was observed (4.11£7.3 wears
wi. 6.7£02 wears, p=0.005). Dci5c
was significantly more frequent in the
and-FMNAP ID group (20, T69% ws.
35,17 9%, p<0.001). The patgents and-
ENAP T fulfil more frequentdy ACES
EULAF. 2013 classificadon critera ()
(26, 100% vs 170, 872%, p=0051).

With reference to madidonal cardiovas-
cular risk factors, patents ang-FMAP
I presented higher prevalence of ar-
terial hypertenzion (13, 50% ws. 55,
28.2%, p=0024) with no differemces
in diabetes mellims (1, 3.8% vs. 10,
5.1%) or dyslipidaenda (5, 23.1% ws.
41, 21%). BF was less frequently pre-
semted as the first manifestation of the
dizease in the ang-FENAP I eroup
(14, 53 8% ws. 153, 7T8.5% p=0.006).
Among peripheral vascular manifesta-
dons there were no differences in the
presence of digital wleers (16, 61 5%
wr. 99, 50 8%), or in the prevalence B
(26, 100% v 190, 97 4%) or wlangi-
ectasias (30, TO 9% vi. 146, T459%).
Meither were there significant differ-
ences m the global gastrointestina in-
wolvement (23, B8.5% ws. 169, 86.7%),
esophageal (20, 769 vs. 161, 82.6%),
gasmic (8, 308% ws. 33, 16.9%), the
presence of GAVE (2, 7.7% v 13,

6.7%), mtesonal {6, 23.1% ws. 31,
15.9%) or Liver involvement (2, 7. 7%
vi. 15, 7.7). Mo differences in lung in-
volvement were found in the form of
LDy (14, 533.8% vs. 82, 42.1%) or PAH
(3, 11.5% ws. 23, 11.8%). Regarding
PFT, there were no differences among
padents with forced wital capacity
(FVC) below T0% or 50% of predicted
(9, 36% v5.65,33.5% and 2, 8% vs. 20,
10.3% respectively). No differences in
elobal beart involvement were detected
(19, T3.1% vs. 130, T6.9%). Sclero-
derma renal erisis (SRC) was signifi-
cantly more frequent in patients with
and-EWNAP I (3, 115% ws. 3, 15%
p=01023). Regarding mmseuloskeletal
involvement, arthritis (%, 34.6% vs. 35,
17.9% p=0.046), tendon fmcton rubs
(4. 154% w5, 1, 0.5% p=0.001) and
conmacoues (3, 192% ws. 10, 51%
p=002) were more frequent in amd-
FXAP I proup, whereas myositis (0,
0% ws. 13, 6.7%), non-inflammatory
myopathy (1, 3 8% vz 15, 7.7%) and
calcinosis (7, 268% vs. 47, 241%)
showed no differences berween both
EIOUpE.

Wo differences were detected concem-
ing capillaroscopy patemm, late pattem
by Cuwolo was presemted in 357209
(26.3%) patents (823, 26.1 vz 49184,
26.5%) (23). In the study of other as-
sociated autoantibodies there was only
foumd a mot reactvicy against amb-
cenomere andbodies (0, 0% ws. 77,
35.8%, p<0001) in the patdents with
ano-ENAP I (Table II).

Table IOI. Univaciate and rultrraniate Cox's repression sarvival analysis.

Linivanale azalysis

Multivanaie analyns

HR S5 1 P HE S5% 1 P
Dnffuse cutaneces 55 0 {1.25-813) Lz 136 (4L 4777 1.5
Anti-RNA polymenace 1] positve 1.59 {554,600 3g

Anzi-CENITOmEns positive sl {0LX3-1.13) TS o {332 665 a2
A -V SO | Beyc 3 (LT6-5.01) [0 ] G s (LT 0l [Tyt
Mals 145 LR s (48

Age ot dingmosic simce firsl symRpLom L (L1 14) <AL IHFL

Age ot dingmosis (since non-RP sympeom) LS { 101050 b (NFL .07 {104-1.11) b
LD with Porced Vil Capacity < SME T {3 3Z-1501) <Al (HFI* el [(1.40.21 1) <Al
Pulmosary aremal hyperisssaon 21z (185517 LT i {1.42-11.61) QIBLID]
Scleroderma resal cnsis P E (A RL35.43) <l [HFI* Iy (1385-80.0T) QIBLID]
Heart imvalvement L1z {CL43-3 Gy (L1

oamceEr 140 [IL5L5 60 (450}

HER: harard matiog C1: confidence interval; bold po paoll05; BF Baynaed's phencmenon; [LLr inberstitial hong disease

svanahes inchnded 1n che malnvanabe analyses
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There were no differences n the pres-
ence of cancer in the pagents with BENAP
I positvity (4, 154% vs. 25, 12.8%),
although a tendency of higher develop-
ment of synchronic neoplasms for &0
months prior and after 55¢ onset was
observed (2, 7.7% vs. T, 3.6%, p=0.28).
Both groups wers followed-up 2 mean
of 17 812 0 vears with no differences
berween them, nevertheless thers were
no differemces found in mertalicy com-
paring the owo groups (4, 15 4% vy, 25,
12 8%, mor in the causes of death. The
main causes of death related o 55¢
were lung dizease (ILD or PAH) (374,
T5% vi. Q25, 36%), heart dizease (4,
0% vi. 154, 25%) and SRC (004, 0%
ws. 14, 25%). The remaining deceased
padent in anti-FMNAP I group was
becanse of breast cancer. Orther causes
in ant-FMNAP I negative EIoup Wwere
3 cancer (gasmic neoplasm, lung can-
cer and acute myeloblastic leukerniz),
one infectious pneumonia, two cases
of chronic obstuetive pulmonary dis-
eaze, one chromdc pachypleurids, one
intestinal ischasmiz, one liver cirmrho-
sz, swoke in two patents and one sud-
den death. Death da were obtained
from local and nadomnal records in both
EToups.

Thers were no statisteal differences in
the commilative survival from the onsst
of the disease meloding the BP as first
manifesaton (lop rank p=0384, Fiz.
14). Cummlative survival rates from
the FF at 5, 10, 15, 20 and 25 years
in ant-BENAP I positive sroup were
100%, 85%, 87%, 87% and E7%, re-

Cleloal and Pxperimenial Rbewmarsiogy 2009

spectively and in seromezative group
ware $8%, #53%, 93%, 890% and BO%,
respectvely. Analyzing the time from
the first non-FP manifestafion of S5c,
reither were differemces found in the
survival betwesn patients with and-
EMNAP I andbodies compared with
padents without this antbody (Fiz.
1B). Conmladve survival rates fom
the first non-EP sympoom at 5, 10, 15,
X0 and 25 years in the and-BENAP IIT
positive sroup wers 26%, M0%, 3%,
3% and 69%, respectively, and in the
seronegadve proup were 8%, 93%,
ET%, B2% and E2%, respectively.
Umivariate Cox survival revealed that
dei5e was associated with a worse
survival (hazard rade (HE): 2.76,
D3%CT 125 — 6.13), as well az ILD
with a FVC lower than 30% (HE: 7.06,
D3%CT 3.32 — 15.01) and SEC (HRE:
1047, 95%CT 3,00 — 35 43) (Table IIT).
Varizhles with a p<0 20 wers selected
1o perform the mmldvariate Cox's re-
gression survival amalysis. Muldwari-
ate sudy showed the presence of ILD
with a FVC lower than 30% (HE: 8.61,
3% CT 340 - 21.81), PAH (HE.: 4.05,
D3%CT 142 - 11.61) and SEC (HE:
1727, 85%CI 3.36 — B8.97) were the
ondy factors associated with death dur-
ing follow-up pericd (Table IIT). Mone
of the autpandbodies was associated
with a worse outoomes .

Drisens=ion

In our smdy, we analysed in a single
centre the clinical associations and sur-
wival of ang-FXAP IIT in a 55¢ Span-

ish cobore. We fownd an associadon
between and-FNAP I antibody and
shorter dizgnosis delay, diffuse cuata-
meous subbype and more prevalence of
arterial hypertension, SEC and some
musculoskeletal manifestadons such as
arthriris, tendon friction Tabs and con-
tractures. In reference to owerall sur-
vival no differences were found in the
distimet subgroups analysed. LD, PAH
and SRC were independent prognostic
factors.

This smdy provided new data of ani-
FXAP I prevalence in Spardsh popuo-
laon in 3 single centre. We found a
prevalence of and-FMAP I in our
cobort of 11.7%, similar to the overall
prevalence reponted in the last meta-
amalysis (17). Moreover, it is compara-
ble to that found in southem European
counTies where prevalence is amomg
G.6-12.1% (18-21) bt lower than de-
seribed in the United Stawes (24.3%)
{15}, Canada (18.6%) (ZE), in norhem
European countries (21.7-22%) (29,
300 and in New Zealand (20%) (31).
Whilst there are different studies that
have established the prevalence of and-
FAAP I in Europe (13-19), according
to prior literamure, this is the frst time
that it has been described in Spain. The
similarity of prevalence between peo-
eraphically close regions may indicate
that there are penetic factors implicat-
ed (32) and environmental factors in-
volved may play a role too. The latter
iz further suppormed by the comparable
prevalence among couniries with sirmi-
lar Latitude
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Lriffuse cutaneouns subtyps was present
in 76.9% of patients, being the most fre-
quent cutansous subtype in the ENAP-
I zroup, which aprees with other se-
mes (56.5-64.3%) (11, 33). With refer-
ence o the presence of GAVE there is
a dizparity between publizhed data We
found a similar prevalence among two
groaps (13.3% vs. 134%) according
o Hume e al. (35.7% ws. 28.9%) (3.
However, EUSTAR smdy reponed
significant differences (3% ws. 2T%,
F=0001) (35).

We obzerved a hizher meidemce of
musculockeleral mandfestations =och
as arthrids in the and-FNAP ITT group
presumably due to the associadon be-
tween andbody expreszion and diffuse
subset. Similarly, there are semes in
Europe in which this mend is already
observed when compared o ACA sub-
set (43 5% vi. 20.1%) {36). In addition,
an associafon has been described be-
rween the presence of and-BEMAP IIT
and other comnecdve dssue disease
with ardcular ezpression mainly as
thenmaiodid arthrits (11).

We detected that approximately half
of patents with ant-EXNAP I have
LDy, percentage slightly higher tham
that published in other smadies (37-
309 b similar 1o results observed in
a Morwegian smdy (31%) (40). Both
sudies HEUCT was used for ILD diag-
nosis criteria. In our daily practce we
perform a HRECT at the moment of the
53¢ diagnosis in all patients, then we
can detect pulmonary fibrosis in sub-
clirdeal stages. Aceording to the resalts
of HRCT and pulmomary function test,
Hoffmann-Vold f al. (20) proposs to
classify patents with ang-FMNAP IT
intg w0 proups at the dme of diagpno-
siz. Ome subset with normal pulmonary
fndings and low misk to develop ILD
and another subser with raised sk
in which closer monitoring and early
meatment is needed. FPurthermore, the
same group emphaszize that antd-BEXAP
I was associated with 3 preatsr pro-
gression of pulmenary fibrosis than in
the other subset antdbodies. Hofmann-
Vold er al. (400 did not fnd differences
in reladon o FVC berween and-F2AP
I and ATA positive padents. In this
same lime, we did not find sigrificant
differences between ant-BENAP IO

positive and negative groups regarding
FWVC variables, probably due to a low
mumber of ATA in the negative group.
Begarding pulmonary vascular disease,
in our ¢ohort PAH rates are compara-
ble to those previously repored with-
out establishing association bemween
the presence of the andbody and this
complicaton {7, 15, 20, 38, 40). Most
studies did not find any association be-
tween ani-FNAP IT and FH but only
in a few of them this complication was
diagnosed by BHC (20, 41). In 3 mmld-
wariahle amalysis performed a3 cohort
of about 400 padents it was observed
that the ang-FMNAP I is an independ-
ent predictor of PH measured by BHC
(£2). Nonetheless, we found that the
frequency of PAH was 11 8% in the an-
o-FEMAP I patients, which is similar
to the zlobal coborts, emphasizing that
FH surveillancs is an important issue in
these pagents.

SRLC is a well-deseribed complicadon
associated in many previons smdies
with the presence of anti-ENAP IO
andbodies (7, 43-44). Comparable 1o
most of the previous published data,
we found association between presence
of ang-BEMAP IT and remal involve-
ment in form of SEC and arterial hy-
pernension, so it is essentdal to perfomm
frequent blood pressare conmols and
blood analysis. It is imporant o note
that, 23 mentoned before, and-FAAP
padents are a group with an especially
hipgh prevalence of endon friction mabs,
conmacnmes and arthrits, which ex-
poses them to a possible greater nse of
glucocorticoids, so care must be aken
given the Enovm reladonship bemween
the use of plucocorticoids and SEC
(4£5].

The correlation between anu-FHAP ITT
and cancer is widely Enown, which has
been confirmed in an larps smdy in-
chading more than 2100 patents (14,
which has also demonstrated a tem-
poral relationship between the onset
of 53¢ and cancer diagnosis (16, 47).
Mutations in the polymerase I poly-
pepdde A (POLETA| gene in numours
from 55c patients were found in six of
eight patents with ang-FXAP IIT and-
bodies suggesing that antizenic migger
iz encoded by mutated genes located in
tumoar cells (48). Moreover, a recent

stady by the EUSTAFR group proposed
A Ccancer scTeeTdng program in these
padents (499, We detected a similar
prevalence of cancer in anti-EMNAP I
group than previously reported (14,
45) bui comsistent with other smdies
recently pablizhed, we found no differ-
ences compared to those who did mot
express the antbody (40, 30).

In our present cohort, despite the fact
of the long follow-up period, we did
not obeerve differences among overall
survival since the first 55¢ sympiom
including the BP or from the first clini-
cal feamure excloding BP, apreeing with
a previous cohort from the north of
Europe (51). Mulovaniate Cox sarvival
analysis confirmed that a worse prog-
niosis was related o developing a SRC,
LD with a FWVC lower than 50% of
expected or PAH dizpnosad by EHC,
nevertheless neither deS5e, ang-EMAP
IO, ang-5cl 70 mor ant-centromers
anobodies were related to a differsma
outcome . To the best of our nowledze
this is the first smdy that defines nde-
pendent nsk factors associated with
worse survival in a south European
cohornt with ant-FMN AP I determined.
Limirations of our stady were different
methed of and-FENAP I evaluaton
since we wsed ELISA and immunoblot
assay, as we have the larter techmigue
available since 2015. Howewver, both
techriques have a high sensidviry and
specificity when compared with radio-
immmmoprecipitation method which
iz considered the pold stamndard (39,
52, 53). Some of the smengths were
the smdy population was exzmemely
bhomopenous; the data were collected
from a single cchort of padents mmini-
mizring the inter-obeerver variabiliny of
the clinical Sndings, the performance
of a complementary test or even giving
a similar freerpretation of results and
that we defined the risk factors associ-
ated with worse survival.

Conclusions

The ant-FMAP I anobody is meluded
in the last ACF/EULAR classificagon
criteria and this posigvity may have
diagnoste and prognostic mplicatgons
and ean lead the clindcian to take deci-
sions to prevent certain conditions. To
our knowledge this is the first study fio-

it and Frperimeniol Rbsumatalogy 2009
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cusing on the prevalence of ant-BEXAP
I in the Spanish populadon and their
climical, epidemiclogical amd micro-
wvascular characteristices as well as aur-
wival analysiz. We found that the eroup
and-FMAP I had more prevalence
of dc55¢, shormer diagnosis delay, less
frequency of BP as the first 55¢ mani-
festation, and increased prevalence of
SR.C and arterial hypertenszion.

The analysiz of antg-FAAP I andbody
in 55¢ patients is useful, since its asso-
ciation with potentially serious mani-
fesations is clear.
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