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“El dubte és una virtut de la intel-ligéncia”

Simone Weil






Diuen que escriure una tesi doctoral és una experiencia vital, que cal
comengar amb ganes i amb forca perqué el procés esta format per un seguit
d’alts i baixos que cal anar superant. Al principi és com quan, a l'estiu, vols
banyar-te al mar, perd no saps si entrar-hi de cop o si sera millor ficar-t’hi a
poc a poc. Del que no ets conscient, és que quan ja siguis a dins de l'aigua
no sabras si estas prou a prop de la costa per evitar I'atac d’un taurd blanc.
A més quan vulguis sortir et semblara que cap onada és prou feble per no
arrebossar-te amb la sorra, pero cap té la forca necessaria per ajudar-te a

sortir.

M’agradaria fer servir aquestes linies per poder explicar-vos la meva
historia vital, si la de la tesi, perd també la de la vida. La veritat és que no
sabria definir com ha de ser una vida tipus, si és que n’hi ha. No sé si podria
considerar la meva, una vida tipus d’un noi nascut I'any 1988, ni tampoc si
I’he viscut com hagués hagut de. De fet, estic forga convengut que cada vida

és diferent i que cadascu ha de trobar la millor manera de viure-la.

Tot va comencar de la ma de dues persones cabdals per al meu
desenvolupament i sense les quals no seria avui aqui, la Rosa i I’Albert, els
meus pares. Des de ben petit m’han inculcat la creenca en l'esforg i la
humilitat, en qué el “desti” no existeix, tu te I'has de crear, perd que té la
capacitat de posar les coses al seu lloc, de donar-te alldo que et mereixes (no
sense abans posar algun pal a la roda). Ells dos han estat els que han confiat
en mi en tot moment, fins i tot quan creien que m’equivocava, pero jo estava
tan convengut que no. Fins i tot en aquells moments, em van deixar volar
sabent com acabaria tot. Sens dubte a ells els dec molt i aquesta tesi (si algu
la vol entendre com el culmen d’una, en aquest cas la meva, carrera
académica o formativa) va dedicat a ells, malgrat que el pare no I’ha pogut

gaudir.

En tot aquest ambient la familia ha estat també molt important, els
avis, les avies, els tiets, les tietes, els de sang i els adoptats (la Rosita i en
Joan, la Montse, el Manel, la Dolors, en Jordi, el Gaspar, la Tere, la Gloria i
el Fonsu), sempre han promogut, a la seva manera, aquest caracter
investigador i curids que tots tenim a la familia. Han estat, pero, “el-Is cosins”
(la Briseida, en David, el Roger, la Julia, el Toni, la Neus, el Sergi, I'Esther,

en Felip, la Georgina i el Miquel) el-ls qui han conformat una al-ltra pota



fonamental-l en el-l meu desenvol-lupament. Han participat en molts
aspectes, si en les festes i la xerinola, perd també en els dubtes i els plors i
en les patacades petites i també en les grans. En aquells moments sempre

hi han estat, hi son i hi seran.

L’escola publica catalana sempre ha estat I’encarregada de la meva
formacié. M’'he creuat amb professionals de I'ensenyanca i amb persones
professionals. La llista seria molt llarga, perd vull esmentar-ne tres que han
influit de manera significativa en despertar la curiositat dins meu. En Joan
Capdevila (el meu tutor a Cicle Superior de la primaria), catala i catalanista,
defensor del pensament critic en el seu maxim exponent, va plantar en molts
de nosaltres la llavor del dubte, entés com la curiositat i I'inconformisme
gairebé infinit. La Monica Suils (la meva professora de biologia durant el
batxillerat) qui va aguantar-me fent el meu primer treball “d‘investigaci¢”,
qui va tenir amb mi converses maternals sobre el futur i les capacitats de
cadascu, i en Lluis Valls (el meu professor de matematiques també durant el
batxillerat) que em va fascinar amb la senzillesa dels numeros, de les
formules i del fet que sovint, és millor formar individus capacos de trobar
noves estratégies que no pas a automats especialitzats a resoldre els
problemes que ja estan resolts. A més va haver de suportar algunes de les
meves sortides de to propies de l'adolescéncia, perd a qui ara agraeixo
moltes de les seves ensenyances. D'ells tres, perd també de tots els altres,
en tinc un bon record i un bon grapat d’experiencies que han anat esculpint
el meu caracter i la meva manera d’afrontar les dificultats i de gaudir dels
exits, tot amb mesura. Per ells i, sobretot, per encoratjar-los a continuar fent
la seva feina tan bé com la fan (malgrat les dificultats), també esta dedicada

aquesta tesi doctoral.

L'esport ha estat durant la meva vida una eina fonamental, fins i tot
puc dir que soc Técnic Superior en Animacié d’Activitats Fisiques i Esportives.
Aquests estudis m’han aportat la connexié amb molt bona gent i m’ha ajudat
a gestionar necessitats emocionals en un moment de dubte vital. Estic
convencgut que l'esport és una de les eines més potents de les que disposem
per transmetre als més petits els valors que com a societat creiem cabdals i
que alguns s’encaparren a informar que hem perdut, i per aixd us el vull

esmentar en aquestes pagines. El basquet en concret ha estat vinculat a mi



des de ben petit, passant per diverses de les etapes més glorioses de la meva
existéncia, com a jugador perd també com a coordinador i entrenador. El
basquet m’ha donat companys de vida que avui caminen, no al meu costat,
perd en la mateixa direccid, amb qui comparteixo moments de festa perod
també de reflexio i creixement personal. L'esport t'ensenya que de tot i
tothom, se’n pot i se n’ha d’aprendre, que la carrega de soluts propia (que
inclou valors, prejudicis, emocions, caracters...) sempre ha de permetre
I'osmosi d’alld que la persona que t'acompanya és capac d’oferir. Malgrat que
ens van inculcar que la superespecialitzacié era el futur (i esta per veure si
realment ho sera), Darwin ja va demostrar fa molt temps que aquells perfils
amb la capacitat d’adaptar-se més rapidament estan, malauradament,
condemnats a I'éxit. Recordo ara, que quan era entrenador ajudant en un
equip de basquet vaig asseure un dia a tots els jugadors i vam intentar definir
qgue és l'exit (crec que no ho vam aconseguir, perd que avui som persones
una mica millors), perd no us avorriré ara amb una dissertacié sobre la meva
definicié d’éxit. Tornant a l'esport, vull també dedicar tota la feina de les
seglients pagines a aquells amb qui m’ha creuat I'esport i que m’han fet ser
la persona que soc ara: Jordi Pavén, David Planas, Nora Sanchez, Ramon

Carmona, Dani Benitez, Adria Pibernat, Niko i una llista forca llarga de noms.

El desti després de la meva etapa de Batxillerat em va portar a la
carrera de Medicina, 18 anys i alguns estereotips van fer que aquest projecte
fracassés. Tot i que, vist en perspectiva, no ho titllaria de fracas, potser diria
qgue no va ser el cami adequat per arribar molt a prop d’on soc ara: defensant
una tesi amb un alt percentatge de component clinic i encuriosit per com
millorar les eines disponibles, i la seva interpretacio, per als metges que
tracten als pacients. La universitat és, segons la societat en la qual vivim, el
desti final de qualsevol fill, el minim exigible i la principal font de frustracié
de les generacions més joves. Ens hem emmirallat en els nostres pares i
tiets, alguns van poder fer-ho pero6 d’altres no, i sempre han lluitat perqué
tots nosaltres ho poguéssim aconseguir, potser ha estat un error o potser
no. Jo hi vaig passar i considero que he provat la frustracié que provoca
estudiar una carrera que se “t'ha imposat” com l'alegria d’estudiar amb la

finalitat d’enriquir el teu coneixement, de saber més.



La seglent parada va ser I'Hospital Clinic, bé, més que la institucio, les
persones que la sostenen. No sé per que tenim tanta facilitat per engrandir
a les institucions i, a vegades, ens costa tant valorar les persones que la fan

tan important. Aqui —ho dic per dos motius: primer perqué defenso aquesta

tesi a la Facultat de Medicina de la Universitat de Barcelona que esta
integrada amb I’'Hospital Clinic, pero també perqué en cada apartat d’aquesta
tesi hi ha una mica de cadascuna de les persones que he conegut durant

aquests Ultims anys— com deia, aqui he trobat a les persones que

practicament avui conformen el meu dia a dia. Els residents del Servei
d’Immunologia, la Clara, la Marta, la Natalia, I'Ifaki, el Guille, el Dani gran i
el Dani petit, la Jen, el JuanFran, els facultatius, la Laura, el Mario, el Sergio,
la Blanca, la Azu, I’Anna, la Mila, el Jordi, el Manel, I'Eduard, altres
investigadors, la Sara, I’Ana, la Luo, el Dani, la Berta, el Sergi, els técnics, la
Noe, la Maria, les Judits, la Uma, la Carmen, la Maria José, la Fina, la Carla,
el Victor, el Cesc, i fora del Servei d'Immunologia tots els metges, residents
i rotants amb els qui hem col-laborat, el Raul, el Camilo, el Raimon, la
Fernanda, el Joel, el Jacobo, el Marcelo, la Mariana, la Gema, el Sergio, la
Rosa, el Ricard, el Pepe, i segur que me’n deixo a molts. Pero perqué la faccid
més jove d'aquest grup d‘immunodlegs funcionés a ple rendiment i es trobés
a gust hi havia la Raquel, la tutora de residents i la persona que ha fet que
a partir de 'ambient de treball passem de ser companys a ser una petita
familia i la familia entre ella s’ajuda i molts d’ells han compartit amb mi els
moments més obscurs dels que us parlava al principi, els dubtes, les
decepcions, les decisions complicades i, per aixd també sén particips del fruit

d’aquest esforg.

Finalment, diuen que darrere de qualsevol projecte exitdés hi ha una
dona, jo tinc la sort, no de tenir-ne una, sind de tenir-ne dues. La meva dona,
I’Alexandra i la meva filla, la Naia. Molts coneixeu la meva historia d’amor,
amb I’Alexandra ens vam coneixer I'l de Setembre del 2005, quan teniem
17 anys. No hem compartit tot aquest temps (per sort per ella), pero la
nostra relacié es va enfortir a partir del Desembre del 2015, ens vam casar
I’Octubre del 2019 i un any més tard, el 4 d’Octubre de 2020, va néixer la
nostra filla. L’Alexandra sempre ha estat al meu costat, recolzant-me en els
bons moments i fent suport a les idees més esbojarrades que em passen pel

cap, pero també qui m’ha arrelat a la terra, a la realitat, qui m’ha ensenyat



qgue la paciencia i I'eficacia (o I'eficiéncia o I’efectivitat, ja no sé que és cada
cosa), son caracteristiques que hem de tenir ben interioritzades. Ella i la Naia
son pal de paller, no et deixen volar quan estas euforic, esmorteeixen el cop
quan caus i t'ajuden a aixecar-te, a espolsar-te la camisa i a fer bona cara
per tornar-ho a intentar, mai no et donen I'opcié de rendir-te. Com diu una
d’elles “'si una cosa no surt bé, ho hem de tornar a provar i si torna a sortir
malament, ho hem de tornar a provar, pero fent alguna cosa diferent”, i
només té tres anyets. Tinc la immensa sort de tenir a la millor dona que jo,
i la majoria dels mortals, podria tenir i a la millor filla que existeix, que ha
aconseguit en tan poc temps fer-me mirar el rellotge cada dos per tres per
marxar cap a casa a veure-la, i fer torres i puzles i carreteres i dibuixos i
balls i jocs, mentre cuinem macarrons de plastilina o comprem fruita a la
botigueta. Sense cap mena de dubte, sense elles dues, avui i ara, jo no seria

ni aixi ni aqui.

Per acabar, vull agrair a I’'Odette i I'Estibaliz, primer de tot per confiar
sempre en mi i per donar-me I'oportunitat d’iniciar-me en aquest magic mon
de la investigacio, per fer-me preguntes i fer que em fes preguntes, per
donar-me llibertat i independéncia, per demostrar-me que la transversalitat
en el mon laboral pot ser real i per acompanyar-me en aquest cami doctoral.
He compartit despatx amb les dues durant més de 5 anys, i encara
m’emociono quan recordo les paraules de I’'Odette el dia de la seva jubilacié
“és el millor periode laboral que he tingut”. Em sento orgullés d’haver-hi

contribuit. Aixo és el que us deia abans de les institucions i les persones.

L’Estibaliz, junt amb el Gerard, sén els directors d’aquesta tesi, hi han
posat traves, I'han quiestionat, I’han retocat, perdo amb aixo I’han fet créixer
i m'han fet créixer (que ben segur era l'objectiu final). M’han fet sentir lligat
al projecte i dirigit perd també lliure i recolzat. M'han corregit, m’han escoltat,
m’han ensenyat i diuen que han aprés de mi. Se sol dir que als directors de

tesi, o els estimes o els odies, jo els estimo a tots dos.

Arribats a aquest punt, només queda parlar del futur, de la incertesa,
com va dir I'Odette, la incertesa dins de la certesa (en relacié amb un article
sobre els biomarcadors en el procés diagnostic). Podria tornar-vos a avorrir
amb la definicid, expectatives, vida y milagros, del meu futur, pero per sort,

encara no esta escrit. Caldra que agafem les nostres millors intencions i



comencem a escriure’l des del maleit full en blanc, com quan has de plasmar
tota la feina feta, en un article de 5000 paraules. Sort que per al futur, no

existeixen els limits.









“'La ignorancia genera confianca més sovint que el
coneixement: son els que saben poc, no els que en saben
molt, els qui afirmen tan positivament que aquest o aquell

problema mai no sera resolt per la ciéncia.”

Charles Darwin

Per a tu, petita gran revolucio.
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Abreviatures

A

ACA Autoanticossos anti-centromer

ACPA Autoanticossos anti-peptids/proteines citrul-linats

ACR American College of Rheumatology

aFL Autoanticossos anti-fosfolipids

ANCA Autoanticossos anti-citoplasma de neutrofil

APRIL Lligand que indueix la proliferacié de limfocits B (de
I'anglés A PRoliferation Inducing Ligand)

AR Artritis Reumatoide

ATA Autoanticossos anti-topoisomerasa 1

B

BAFF Factor d’activacié de limfocits B

BCR Receptor de cél-lules B

BICD2 Proteina homologa bicaudal D 2

BILAG British Isles Lupus Assessment Group Index

C

CEP-1 Proteina a-enolasa-1 citrul-linada

CCL Lligand de quimiocines amb motiu CC

CXCL Quimiocines amb motius CXC

CXCR Receptors de quimiocines amb motius CXC

D

DAMP Patrons moleculars associats a dany



DAS28-VSG Disease Activity Score 28, tenint en compte la VSG

DLCo Capacitat de difusié del monoxid de carboni

DNA Acid desoxiribonucleic

dsDNA DNA de doble cadena

E

ES Esclerosi Sistemica

EULAR European League Against Rheumatology

EUSTAR European Scleroderma Trials & Research Group

F

FOXP3 Gen forkhead box P3

FPI Fibrosi pulmonar idiopatica

FR Factor reumatoidal

FVC Capacitat vital forcada

H

HAP Hipertensié arterial pulmonar

HLA Antigen leucocitari d'histocompatibilitat (de I'anglés
Human Leucocyte Antigen)

HR Ratio de risc (de I'angles Hazard Ratio)

1

IECA Inhibidors de I'enzim conversiu de I'angiotensina

IFN Interferd

Ig Immunoglobulina

IIP Pneumonies intersticials idiopatiques

ICAM

Molecula d’adhesio endotelial



IMC index de massa corporal

ISN Societat Internacional de Nefrologia

K

KL-6 Krebs von den Lungen 6

L

LES Lupus eritematds sistemic

M

MA Malaltia autoimmunitaria

MALT Teixit limfoide associat amb les mucoses
MMP Metal-loproteinasa de la matriu

MPID Malaltia pulmonar intersticial difusa

N

NET Trampes extracel-lulars de neutrofils

NIH Institut Nacional de Salut dels Estats Units
NINE Pneumonia intersticial no especifica

NIU Pneumonia intersticial usual

NK Cel-lula citocida natural (de I'angles Natural Killer)
NL Nefritis lUpica

(0)

OR Oportunitat relativa (de I'anglés Odds Ratio)



PAMP Patrons moleculars associats a patdogens

PBMC Cel-lula mononucleada de sang periferica (de I'anglés
Peripheral Blood Mononuclear Cell)

PDGFR Receptor del factor de creixement derivat de les
plaguetes

R

RA33 Proteina A2 del complex ribonucleoproteic
heteronuclear (hnRNP-A2)

RAG Gen activador de la recombinacié

RAI Resposta autoimmunitaria

RELESSER Registre de pacients amb LES de la Societat
Espanyola de Reumatologia

RESCLE Registre de pacients amb ES de la Societat Espanyola
de Medicina Interna

RI Resposta immunitaria

RP3 RNA polimerasa III

RPMI Medi Roswell Park Memorial Institute

RPS Societat de Patologia Renal dels Estats Units

S

SI Sistema immunitari

sIgA Immunoglobulina A secretoria

SLEDAI-2K SLE Disease Activity Index 2000

Sm Smith (antigen)

SP-D

Proteina D del surfactant



TCar Tomografia computada d‘alta resolucié
TCR Receptor de cel-lules T

Th1i7 Cel-lules T productores d'IL-17

Thf Cel-lules T col-laboradores fol-liculars
TNF Factor de necrosi tumoral

TLR Receptor toll-like

U

U1-RNP Ribonucleoproteina 1

U3-RNP Ribonucleoproteina 3

v

VCAM Molécula d'adhesié de cél-lules vasculars
VPN Valor predictiu negatiu

VPP Valor predictiu positiu

VSG Velocitat de sedimentacié globular
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Introduccio

1. El sistema immunitariila resposta immunitaria

El sistema immunitari (SI) és el responsable de la defensa del cos
huma contra agents patodgens i substancies estranyes. Aquest sistema és
extremadament complex i esta altament regulat. El conformen cel-lules,
teixits i moléecules que funcionen de manera coordinada en Xxarxa per
identificar, neutralitzar i eliminar potencials amenaces, com poden ser
bacteris, virus, cél-lules canceroses o infectades, entre altres, mantenint aixi
la integritat i I'equilibri de I'organisme. La seva funcid és essencial per a la

supervivencia i la salut.

La resposta immunitaria (RI) inclou el conjunt de processos que el SI
activa per a protegir l'organisme dels agents, externs o interns,
potencialment nocius. La seva principal caracteristica és la tolerancia envers
el que és propi. Es classifica en dos tipus principals: la immunitat innata i la
immunitat adaptativa o adquirida, que operen de forma coordinada per a
garantir la proteccido efectiva de I'organisme. La immunitat innata
constitueix la primera linia de defensa, proporciona una resposta immediata
i poc o gens especifica davant d’una amplia gamma de patogens. Inclou
barreres fisiques i cél-lules especialitzades que actuen de manera rapida i
relativament indiscriminada. D'altra banda, la immunitat adaptativa és
més lenta, es desenvolupa envers determinats components especifics (per
aixd s‘anomena antigen especifica) i té la capacitat de memoria. Aixo li
permet respondre d’una manera més efectiva durant una posterior exposicié

als mateixos components antigenics.

Tot i que la seva principal funcio és la defensa en contra dels patdgens,
el SI també esta implicat en I’'hnomeostasi, I’equilibri salut-malaltia i en molts
altres processos vitals dels éssers humans com ara I'embaras o la reparacio
tissular. Aquests processos estan modulats per una gran varietat de factors
entre els quals trobem els genétics, els ambientals i els mecanismes de
control de la RI (1,2). Pel que fa als factors genétics, aquests engloben,
entre d’altres, les modificacions dels gens que codifiquen les proteines que
participen en la RI. Els primers que es van identificar sén els gens que
codifiquen les immunoglobulines (1Ig), I'antigen leucocitari
d’histocompatibilitat (HLA) i el receptor de cél-lules T (TCR). En relacié amb

els factors ambientals, diverses publicacions demostren que les infeccions,




Nous abordatges en I'estudi de les malalties autoimmunitaries

les exposicions a substancies toxiques, organiques o inorganiques, entre
d’altres, poden modular la capacitat de tolerancia i conferir un increment del
risc de malaltia autoimmunitaria (MA), que és aquella que es dona quan es
perd la tolerancia immunitaria. Els mecanismes de regulacié de la RI son
molt diversos i engloben el control de I'activacié de les cél-lules del SI (a
través de les cél-lules reguladores), I'homeodstasi del microambient
(modificant I’equilibri de citocines pro i antiinflamatories) i la regulacié de
I’'expressié de marcadors de superficie de les cel-lules del SI, entre d’altres
(1,3).

1.1. La resposta innata

Tal com ja hem dit abans, la resposta innata no és antigen especifica
i és la que s'activa en primer lloc, de forma rapida i potent. De fet, pot ser
tan efectiva que, per exemple, els invertebrats només disposen d’un SI innat
per a la seva defensa. Les principals cél-lules efectores de la resposta innata
son els neutrofils, els macrofags i les cél-lules citocides naturals o, en angles,
natural killer (NK). Les barreres fisiques (epitelis) i quimiques (enzims), que
eviten l'accés del patogen a l'interior del cos, i els mecanismes de deteccid,
senyalitzacid i eliminacié dels que disposen aquestes cél-lules (receptors toll-
like (TLR), receptors NK, citocines, quimiocines i sistema del complement)
formen part d’aquesta resposta innata. La seva activacié rau en la deteccid
de patogens externs a través dels receptors TLR, que reconeixen patrons
moleculars associats a patdgens (PAMP) i patrons moleculars associats a
dany (DAMP), i dels receptors NK que, per exemple, detecten I'abséncia de
I'HLA propi (2,3).

Els neutrofils i altres tipus cel-lulars com els eosinofils i els mastocits,
disposen d‘un mecanisme de mort cel-lular programada especial anomenat
netosi (4). Mitjancant aquest mecanisme, aquestes ceél-lules alliberen
material nuclear a I'espai extracel-lular que es coneix amb el nom de trampes
extracel-lulars de neutrofils (NET). Aquesta malla de DNA conté histones i
proteines antimicrobianes entre moltes altres proteines i té la capacitat
d'immobilitzar patdgens per facilitar-ne I'eliminacié, molt util quan no és

possible la fagocitosi (5).
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En la resposta innata i adaptativa, el sistema del complement té un
paper rellevant en la defensa de I'organisme i en la regulacié de la RI. Aquest
sistema del complement esta format per un conjunt de proteines solubles
(que s’activen per escissid i/o unid) i proteines de membrana cel-lular que
interactuen per dur a terme les diverses funcions immunitaries que té (3). El
sistema del complement es pot activar a través de tres vies: la via classica,
la via alternativa i la via de les lectines (2). La via classica és considerada
la més rellevant en la patogénia de les MA i s'activa quan el C1qg s'uneix als
complexos antigen-anticos. La unié de C1q als immunocomplexos, provoca
I'activacié de C2 i de C4 (que s’escindeixen en C2a i C2b, i en C4a i C4b,
respectivament). La convertasa C3 (composta per C4b unit a C2a) provoca
I’escissid del C3 en C3b i C3a. Després de l'activacio del C3, la formacio del
complex d’atac a membrana segueix una via Unica i compartida que inclou
les proteines de la C5 fins a la C9. La via classica i la de les lectines
convergeixen en el pas de C4 a C4b i C4a, mentre que la via alternativa
convergeix amb la classica en el pas de C3 a C3a i C3b (1-3,6,7). Un cop
activat, el sistema del complement té diverses funcions. Mitjancant un procés
anomenat opsonitzacié i a través de la unié de C3b a la membrana, la
superficie de patdgens i cél-lules queda assenyalada per a la seva fagocitosi.
La formacié de complexos d’atac a la membrana, que en alguns casos
provoquen la lisi cel-lular, és destacable en la defensa contra bacteris. A més,
I"activacié del complement promou un ambient proinflamatori propici per
a la RIi I'eliminacié dels patogens. Les proteines derivades de I'activacié del
complement, com ara C3a i C5a, actuen com a mediadores quimiques que
augmenten la permeabilitat dels vasos sanguinis i atrauen cel-lules del SI
(6,7). L'activacido del complement també inclou una funcié reguladora de
la RI que en limita una activacioé excessiva i el dany als teixits sans. A més,
proteines reguladores, com ara el factor H i el factor I, ajuden a prevenir una
activacié inapropiada del complement en contra de les cel-lules propies. El
complement també participa en el manteniment de I’homeostasi mitjancant
I'eliminacié de cél-lules del cos que estan malmeses o han mort, fet que
redueix I'exposicié d’antigens propis a les cél-lules del SI (6,7). L'estudi dels
nivells de C3 i C4, aixi com de l'activitat (CH50), dona informacid sobre
el grau i la via d’activacié del sistema del complement i és una eina (til en el

diagnostic i seguiment d’aquests pacients.
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1.2. La resposta adaptativa

En els vertebrats, les respostes innata i adaptativa funcionen de forma
integrada, ja que la resposta innata participa en l'activacié de la resposta
adaptativa i els mecanismes de la RI intervenen en I'eliminacié dels patogens
(3). La resposta adaptativa és diversa, especifica, t¢ memoria i inclou la
immunitat cel-lular i la humoral. La immunitat cel-lular es fonamenta en
I’accié dels limfocits T citotoxics antigen especifics, que actuen mitjancant el
reconeixement de la presentacioé de péptids de I'antigen diana a la superficie
del patogen, i els limfocits T col-laboradors, que donen suport a l'activacio
d’altres limfocits amb la mateixa especificitat antigénica a través
d’interaccions cél-lula-cél-lula i amb I'ajuda de citocines. L’activacio d’aquests
limfocits T depén de la presentacidé dels antigens per part de les cél-lules
presentadores d’antigen. La resposta humoral, en canvi, esta mediada pels
limfocits B que actuen contra el patogen amb la produccié i secrecid
d’anticossos antigen especifics, I'activacié del complement i d‘altres
mecanismes cel-lulars com la fagocitosi o la citotoxicitat, que en faciliten
I’eliminacid. La seva activacié pot ser dependent o independent dels limfocits

T col-laboradors (2).

2. La tolerancia i la resposta autoimmunitaria

Els mecanismes del SI funcionen coordinadament per a protegir I'hoste
enfront del perill evitant la reactivitat enfront d'antigens propis
(autoantigens), un fenomen anomenat tolerancia immunitaria. Aquesta
tolerancia es pot estendre a antigens ambientals innocus o a antigens fetals.
Malgrat aix0, la capacitat de control de la tolerancia no és absoluta i, en
determinades circumstancies, es poden iniciar RI dirigides envers antigens
propis anomenades respostes autoimmunitaries (RAI). Diversos
mecanismes intervenen en la limitacid de l'autoreactivitat dels limfocits. Si
aquest mecanisme té lloc al timus (limfocits T) o al moll de I'os (limfocits B)
i afecta els limfocits en via de maduracio, s'anomena tolerancia central i si
es duu a terme a la resta del cos o a la periféria i afecta els limfocits madurs,

s’anomena tolerancia periférica.
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2.1. La tolerancia central

Durant la maduracié dels limfocits T en el timus, hi intervenen dos
processos de seleccié successius. Primer, la seleccié6 positiva o
supervivencia limitada als limfocits capacos de reconéixer les molécules HLA
del propi individu. Després, la seleccié negativa o eliminacié dels limfocits
que reconeixen peptids derivats de proteines propies presentats per I'HLA
propi amb alta afinitat. Per tant, només acaben de madurar aquells limfocits
gue reconeixen complexos HLA-péptid amb baixa afinitat i, en conseqliéncia,
tenen la capacitat potencial de reconeixer una molécula d’HLA propia
carregada amb un péptid no propi (3). Malgrat aixo, alguns limfocits que
reconeguin antigens propis amb una afinitat mitjana-alta podran esdevenir
cel-lules T reguladores que tenen importancia en la tolerancia periférica (8-
10). Aproximadament un 5% dels limfocits T acabara madurant i passara a
la circulacié mentre la resta s’eliminara per apoptosi (3). En aquest procés hi
intervé el gen AIRE (AutoImmune REgulator), que codifica un factor de
transcripcio que permet I'expressié d’una gran quantitat de proteines propies
a les cel-lules presentadores d’antigen del timus durant la maduracié dels
limfocits T (11) (Figura 1).

Pel que fa a la maduracié dels limfocits B, al moll de I'os hi té lloc un
procés de seleccié negativa, on aquells limfocits amb un receptor de
cel-lules B (BCR) capac¢ de reconéixer proteines propies sén eliminats o
inactivats. A diferéncia dels limfocits T, els limfocits B tenen la capacitat de
tornar a recombinar les cadenes del BCR per obtenir-ne un amb una nova

especificitat i tornar a passar pel procés de seleccié (Figura 1) (2,12).

Un cop els limfocits B madurs passen a la periféria, participen en la RI
als fol-licles limfoides on maduren I'afinitat del seu BCR mitjancant un procés
conegut com a hipermutacié somatica. En les primeres etapes de la
maduracio de l'afinitat dels limfocits B, dins dels fol-licles limfoides, |'activacio
de les cél-lules B depén de la cooperacié amb les cél-lules T. En funcié de la
intensitat del senyal del BCR, de la integraci6 dels senyals coestimuladors de
les cél-lules proximes i de les molecules que conformin el microambient, es
desenvolupen dos tipus de cel-lules productores d’anticossos, les de vida
curta, detectables en sang periférica, i les de vida llarga, residents al moll de

I’'0os. Les de vida curta son les que presenten una afinitat més alta pel seu
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antigen i migren fora dels centres germinals. La migracié extrafol-licular

necessita I’expressi6 de molecules d’adhesid i s’incrementa amb la

senyalitzacio via TLR9 i I'exposici6 a IL-12 (13).

TOLERANCIA CENTRAL

SELECCIO POSITIVA | NEGATIVA SELECCIO NEGATIVA

Timocits Expressio BCR
. . . . . immadurs

l Edicid del BCR —BCR

Cél-lula B immadura
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Timocits capagos de reconéixer
I'HLA propi

g;.o...
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’/;/:#—Auloamigen
Afinitat TCR-pHLA . »
_/_/7/"/ ‘ v — . =@
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. . égj?ﬁ antigens propis ot Apoptosis céllula B madural
@)
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madurs surten a
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Figura 1. Procés de tolerancia central. Els processos de maduracié dels
limfocits T i B es duen a terme al timus i al moll de I'os, respectivament, amb I'objectiu
de limitar l'autoreactivitat del receptor de cél-lules T (TCR) i el de cel-lules B (BCR).
Creat amb BioRender.com

Aquests limfocits B de vida curta productors d’anticossos
extrafol-liculars, no pateixen grans hipermutacions somatiques del seu BCR,
depenen dels factors de supervivéncia BAFF i APRIL, sobreviuen uns 3 o 4
dies i son els encarregats de la produccié d’anticossos inicial en una RI (14).
El BCR de les cél-lules B de vida llarga tenen una afinitat menor pel seu
antigen. En aquest subtipus cel-lular es redueix |'expressié de molécules
d’adhesid i tendeixen a entrar dins dels centres germinals on té lloc la millora
de la seva afinitat mitjancant la hipermutacié somatica del seu BCR. A
continuacio, la reduccid en I’'expressié del CXCR5 (receptor que les manté als
fol-licles) i I'augment de I'expressié de BCMA (un receptor de BAFF i APRIL) i
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de CXCR4 (el receptor més important del CXCL12), promou la migracié
d’aquests plasmoblasts al moll de I'os. Alla, la preséncia d’'un microambient
adequat fa que aquests plasmoblasts madurin a cél-lules plasmatiques,
que tenen una gran capacitat de supervivéencia, fins a desenes d’anys, i de

produccié d’anticossos (15).

Malgrat tot, els mecanismes de seleccid centrals no poden evitar que
una part dels limfocits T i B autoreactius migrin a la periféria i, en major o
menor proporcio, siguin un perill potencial (16). En el moment que aquests
limfocits interaccionin amb els seus antigens, els mecanismes de tolerancia

periférica seran els responsables d’evitar que s’activin.

2.2. La tolerancia periféerica

L'objectiu de la tolerancia periférica és el d’evitar I'activacié dels
limfocits madurs autoreactius que han escapat dels mecanismes de
tolerancia central, per protegir l'individu de fendmens d’autoimmunitat
nocius. Els mecanismes de la tolerancia periférica actuen als 6rgans limfoides
secundaris (ganglis limfatics i melsa) o als teixits on s’expressa I'autoantigen
implicat. Un dels mecanismes més importants és la induccié d’anergia
cel-lular, que es produeix quan hi ha reconeixement antigénic en abséncia de
senyal coestimulador, o un senyal d’una cél-lula T reguladora amb la mateixa
especificitat, i el limfocit no s’activa (10). Les cél-lules autoreactives també
poden patir un procés de toleritzacidé i transformar-se en cel-lules
reguladores, o bé ser eliminades per apoptosi (1-3). Aquests mecanismes
afecten principalment els limfocits T, perd també als limfocits B, ja que en
molts casos necessiten I'ajuda d’una cél-lula T col-laboradora per activar-se.
Per tant, la funcionalitat del limfocit B es veu limitada per la toleritzacié del
limfocit T (17).

3. La resposta i la malaltia autoimmunitaria

La disfuncié de la tolerancia central o periférica provoca que es
puguin activar algunes RAI envers antigens propis (11). Quan es dona

aquesta activacio sense produir dany i, per tant, repercussio clinica, parlem
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de RAI (amb preséncia d’autoanticossos o d’activacié de limfocits
autoreactius). Només parlem de MA a partir del moment en qué es produeix

el dany tissular o I'aparicié de manifestacions cliniques propies de la MA.

Les MA sb6n malalties croniques que afecten, en conjunt, a una
proporcié significativa (7-10%) de la poblaci6 mundial (18). A banda
d’algunes excepcions, les MA son més freqlents en dones que en homes,
fet que ha incentivat nombrosos estudis sobre la influéncia de les hormones
sexuals i les alteracions del cromosoma X, entre d’altres (19). Cal tenir en
compte que no sempre resulta senzill determinar si una patologia és d’origen
autoimmunitari o no. Els postulats de Rose i Witebsky (20) revisats I'any
1993 per Rose i Bona (21) encara sén vigents i indiquen que per considerar
gue una malaltia és de causa autoimmunitaria ha de complir determinades
evidencies. Aquestes es classifiquen en directes, indirectes o circumstancials:
per exemple, si sén transmissibles mitjancant la inoculacié6 dels
autoanticossos o les cel-lules T autoreactives d’un altre individu, si es pot
reproduir la malaltia en models animals mitjancant autoanticossos, cél-lules
T, modificacié genética o immunitzacié directa amb I'autoantigen, si en un
mateix individu es manifesten diferents malalties considerades
autoimmunitaries, si hi ha resposta clinica al tractament immunosupressor,

o si trobem infiltracié limfocitaria dels 6rgans afectats, entre d’altres (21).

La divisio classica de les MA, segons els organs i teixits afectats,
s’ha fet en dos grans grups; les MA focalitzades en un organ concret (MA
organ especifiques) i les MA amb afectacid sistémica de I'organisme (MA
sistémiques). En els darrers anys, perd, s’ha posat en relleu que les

fronteres entre aquests dos grups no semblen tan clares i s6n controvertides.

L'etiologia de les MA és desconeguda i sén considerades malalties
multifactorials (22). S’han descrit factors geneétics i ambientals de
susceptibilitat (Figura 2). En relaci6 amb els factors geneétics,
polimorfismes en els gens que codifiqguen TLR com el TLRY9 o el TLR7
(19,23,24), encarregats d’iniciar la resposta a partir de la deteccié de DNA o
RNA bacteria i viric, s’han associat a un increment del risc de patir una MA,
especialment el lupus eritematds sistémic (LES). A més, el fet que el gen que
codifica el TLR7 es trobi en el cromosoma X reforga que les dones tinguin

una susceptibilitat genética major en disposar de dues copies del gen
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(19,25). D’altra banda, mutacions en els gens de les proteines implicades en
el sistema del complement o en altres gens que afecten la resposta
adaptativa com, per exemple, en els gens activadors de la recombinacio
(RAG) o en el gen forkhead box P3 (FOXP3) associat a la funcid T reguladora,
també poden augmentar el risc de patir una malaltia de I'espectre que
engloba des de les immunodeficiéncies més greus fins a les MA (26-28).
Finalment, I’expressié d’alguns HLA especifics, concretament al-lels de I'HLA-
DRB1 (epitop compartit) en el cas de I'artritis reumatoide (AR) (29,30), s’ha
associat a un increment del risc de patir una MA. En relacié amb els factors
ambientals, el sexe femeni, el tabaquisme, el microbioma i I'exposicié a

substancies quimiques també s’han associat a una major incidéncia de MA.

Altres

Tabaquisme Microbioma

Exposicid a )_g_ .
substancies - Infeccions
quimiques SO ha:f
Factors de Risc
de les Malalties
B Autoimmunitaries [ J
?‘“ X )
s w
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Figura 2. Factors de risc de les malalties autoimmunitaries. Les
malalties autoimmunitaries es consideren malalties multifactorials. Els principals
factors de risc poden classificar-se en factors genétics i ambientals. Creat amb
BioRender.com
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Un dels models utilitzats per explicar la patogénia de les MA, tenint
en compte que sovint evolucionen en forma de brots successius, es divideix
en quatre fases. En primer lloc, la fase de susceptibilitat, que implica la
preséncia de factors que augmenten el risc de perdre la tolerancia envers
elements propis. En segon lloc, la fase d’inici, en qué es detecta una RAI
(preséncia de limfocits T o B autoreactius o d’autoanticossos) sense
conseqliencies cliniques. La tercera fase, o fase de propagacid, on es
detecta dany organic o I'expressié de manifestacions cliniques propies de la
MA. En ultim lloc, la quarta fase, o fase de regulacio o resolucio, és aquella
on disminueix o desapareix lI'expressid clinica existent durant un temps,
gracies a l'actuaciéo de vies immunoreguladores o de l'administracié de
farmacs. Malauradament, aquesta regulacio per mitja de vies inhibitories és,
habitualment, transitoria i provoca que aquestes malalties tinguin una
evolucié en forma de brots recurrents o, fins i tot, en progressidé constant
(Figura 3) (11).

3.1. Criteris de classificacid i diagnostics

Per avancar en la recerca de les MA és imprescindible treballar amb
poblacions de pacients definides pels mateixos parametres per tal de garantir
la possibilitat de comparar-ne els resultats i les conclusions. Per tant, és
necessari fer servir criteris classificatoris. Els criteris de classificaciéo son
criteris estrictes que s'utilitzen per estandarditzar la inclusié de pacients en
assajos clinics o estudis de recerca. En canvi, els criteris diagnostics son
aquells que s’apliquen en la practica clinica habitual amb |'objectiu de
diagnosticar i poder tractar als pacients, i acostumen a ser menys estrictes.
En el moment del diagnostic, no tots els pacients compliran els criteris
classificatoris de la MA corresponent. Pero, al cap d’'un temps d’evolucié de
la malaltia, el més probable és que una proporcid important els acabin

complint (31).
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Figura 3. Evolucié des de la immunitat fisiologica a la malaltia
autoimmunitaria. Hi ha diferents factors genétics i ambientals que incrementen
el risc de patir una malaltia autoimmunitaria. Si té lloc una pérdua de tolerancia
envers antigens propis, es pot detectar una resposta autoimmunitaria amb preséncia
de limfocits autoreactius o d’autoanticossos. Quan aquesta resposta provoca dany
organic és quan parlem de malaltia autoimmunitaria. En aquest moment apareixen
les manifestacions cliniques propies de la malaltia. Per ultim, I'accié de les vies
immunoreguladores o dels farmacs immunosupressors permeten, de vegades, el
control clinic de les manifestacions, perd no la curacié de la malaltia que sol tenir una
evolucié en forma de brots. Creat amb BioRender.com

Resposta
autoimmunitaria

4. Lupus Eritematos Sisteémic

El LES és una MA sistémica caracteritzada per la preséncia de brots
recurrents que poden afectar a diversos organs i on el dany organic es va
acumulant (32). La perdua de tolerancia enfront d’antigens propis i la
desregulacid de les respostes innata i adaptativa provoca un increment de la
producci6 de citocines proinflamatories, autoanticossos i diposit
d’immunocomplexos que, finalment, causen la lesié organica caracteristica
del LES (32).

La prevalenca del LES varia segons la poblacié d’estudi de 20 a 200
casos per cada 100.000 habitants. Es més freqient en dones que en homes
(ratio 5-9:1) i entre dues i tres vegades més prevalent en individus de raca
negra (33). Els pacients tenen un increment del risc de mortalitat, de 2
a 5 vegades, respecte del de la poblacid general i aquesta mortalitat es
distribueix de manera bimodal (més marcat en etapes inicials de la malaltia

per infeccions oportunistes o per la propia activitat de la malaltia i, en etapes
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avancades, a causa de problemes cardiovasculars o de fallada organica pel
dany acumulat). Per tant, la identificacié precocg dels brots és fonamental
per a la prevencio i el control de la malaltia, aixi com per a la millora del

pronostic d’aquests pacients.

La patogeénia del LES encara és poc coneguda, pero s’han identificat
diferents factors de susceptibilitat (22). L'expressié de gens associats a la
susceptibilitat de patir LES és més elevada en limfocits B i cél-lules
dendritiques que en altres tipus cel-lulars implicats en la RAI (22,34). Aix0
reforca la rellevancia que tenen aquestes cél-lules en la patogénia del LES i,
en particular, dona suport al paper dels autoanticossos, sobretot els anti-
DNA de doble cadena (dsDNA). També s’han associat al LES, gens que
codifiquen proteines implicades en l’eliminacié de les restes apoptotiques
(22). Aquest fet reforca que una alteracio en l'apoptosi associada a causes
genetiques podria facilitar la presentaciéo d’antigens, com és el cas del
fenomen dels NET, i I'exposicié d'antigens com el DNA, a les cel-lules del SI,
afavorint aixi la RAI (35,36). S’ha vist que els gens que codifiquen proteines
involucrades en les vies de senyalitzacié dels interferons (IFN) de tipus I,
principalment IFN-a i IFN-B, estan sobreexpressats en pacients amb LES
(22,37). Malgrat aix0, en alguns estudis amb models animals, la reduccié
dels nivells d’IFN provoca I'empitjorament de la malaltia. Aix0 fa que es
consideri que l'efecte de I'IFN, tant en la immunitat innata com en
I'adaptativa, és complex i pot tenir un efecte dual proinflamatori o
antiinflamatori (24). Pel que fa a la susceptibilitat més alta en dones, diversos
estudis mostren el paper dels estrogens en el desenvolupament de la
malaltia (38,39).

4.1. Criteris de classificacio

Des que es van publicar els primers criteris classificatoris del LES el
1982, han anat evolucionant (40). A la darrera revisié de I’American College
of Rheumatology (ACR) i el European League Against Rheumatic Diseases
(EULAR) de I'any 2019 (41), s’hi inclou un sistema de puntuacié que valora
les afectacions cliniques i immunitaries dels pacients. Aquests criteris
consten de 7 dominis clinics (constitucional, hematologic, neuropsiquiatric,

mucocutani, serds, musculoesquelétic i renal) i 3 dominis immunitaris (la
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desregulacié del sistema del complement (C3 i C4), els autoanticossos anti-
fosfolipids (aFL) (I'anticoagulant IUpic i els autoanticossos anti-cardiolipina i
anti-beta-2-glicoproteina 1) i autoanticossos especifics de LES, on s’inclouen
els anti-dsDNA i els anti-Smith [Sm]) (41). A més, els pacients han d’haver
presentat autoanticossos anti-nuclears detectats per immunofluorescéncia
indirecta en algun moment, com a criteri d’entrada imprescindible. La
classificacié d'un pacient requereix el criteri d’entrada i 10 punts amb, com
a minim, 1 criteri clinic. La sensibilitat i I'especificitat dels criteris de
classificacio son del 95-98% i 96-99%, respectivament, ja que oscil-len
segons si la cohort a estudi inclou pacients en el moment del diagnostic o

amb una evolucié més llarga de la malaltia (Taula 1, pagina 42).

4.2. Afectacions cliniqgues més importants

L'expressio clinica del LES es caracteritza per ser multiorganica en
cada pacient i heterogéenia entre els pacients (Figura 4). La majoria de les
afectacions que es presenten sén de tipus constitucional i engloben la fatiga,
el malestar i la febricula. Les afectacions musculoesquelética, mucocutania,
gastrointestinal, renal, cardiaca i hematoldgica son les que tenen una
prevalenca més alta (42). L'afectacié6 musculoesquelética, basicament en
forma d’artralgies i mialgies, és la primera simptomatologia de la malaltia en
el 60-70% dels pacients i, al cap de 5 anys del diagnostic de LES, n’afecta
fins al 85% (43). L'afectaci6 mucocutania és heterogénia, i principalment
de caracter agut en forma d’eritema malar. L'afectacié gastrointestinal,
gue sovint pot anar associada a certs farmacs o infeccions, afecta fins al 75%
dels pacients i engloba des de I'aparicié d’Ulceres orals i dolor abdominal fins
a casos de peritonitis. La nefritis lupica (NL), és l'afectacié renal més
caracteristica i greu. Té una prevalenca d’entre el 50-75% i s’acompanya
d’activitat serologica (titols elevats d’autoanticossos anti-dsDNA i/o consum
del complement) (22,44-46). Quant a l'afectacié de les membranes seroses,
la pericarditis és la principal causa de I'afectacié cardiaca i també n’és una
de les primeres causes de mortalitat (44). El risc de patir infart de miocardi
a causa de malaltia coronaria és 50 vegades més alt en els pacients de LES
comparat amb individus sans del mateix sexe i edat (47). La pleuritis

simptomatica afecta el 50% dels pacients amb LES i aquest percentatge puja
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fins al 90% quan es consideren els casos asimptomatics (pleuritis detectada
a l'autopsia) (44,48). En I'ambit hematologic, les hematocitopénies son
freqlents, pero la seva prevalencga varia en funcié de la cohort a estudi. Les
més comunes sOn la leucopénia i la trombocitopénia i el mecanisme
patogeénic que les origina ha estat ampliament associat a la preséncia

d’autoanticossos (49-51).
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Figura 4. Manifestacions cliniques del lupus eritematos sistémic
agrupades per zona o organ afectat. El lupus eritematds sistémic és una
malaltia autoimmunitaria que té una afectacié multiorganica i heterogénia entre
pacients. Creat amb BioRender.com

4.3. Nefritis IUpica

En el moment del diagnostic de LES, un 25-50% dels pacients tenen
signes o simptomes de malaltia renal, per aix0, la NL requereix una mencié
especial. La NL és un tipus de glomerulonefritis i és la primera causa de

morbimortalitat dels pacients amb LES (45,46,52,53). Afecta clinicament un
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5-20% dels pacients amb LES al llarg dels primers 10 anys després del
diagnostic (45,54,55), pero afectara, amb I'aparicié de simptomes de NL, fins
a un 60% dels pacients, en algun moment de la malaltia (45,46,52,53). La
prevalenca de NL és més alta en pacients joves, de sexe masculi i d’etnia

llatina, africana o asiatica, en comparacié amb pacients caucasics (46,56).

Els factors de risc de la NL son gairebé els mateixos que els del LES
i, per aixo, és complicat conéixer el prondstic renal de cada pacient. En la
patogeénia de la NL, hi participen diversos tipus cel-lulars, pero hi destaquen
els limfocits B, els limfocits T cooperadors productors d’'IL-17 (Th17)
i els limfocits T cooperadors fol-liculars (Thf). Els Thf sdn els encarregats
d’activar els limfocits B en els centres germinals (22,57,58). Aquests tipus
cel-lulars promouen la produccié d’autoanticossos i de diferents mediadors
solubles com citocines, quimiocines, factors de creixement, IFN tipus I, BAFF
i IL-17 (59,60). El diposit dimmunocomplexos intrarenalment i I’activacio
del complement s’associen a la NL (Figura 5) (22,61,62). Tant els limfocits
B de llarga vida residents a la medul-la 0ssia (cél-lules plasmatiques), com
els limfocits B productors d’autoanticossos de curta vida que es troben en

circulacid, s’han associat a la NL (63-66).

El LES i la NL es caracteritzen per I'acumulacié d’autoanticossos. Més
enlla dels anti-dsDNA podem trobar autoanticossos aFL, anti-
ribonucleoproteina-1 (U1-RNP) i autoanticossos anti-citoplasma de neutrofil
(ANCA). Els anti-U1-RNP s’associen a la NL proliferativa, els ANCA amb la NL
rapidament progressiva i els aFL poden ser causa de la microangiopatia
trombotica renal (22,34,67,68).

Actualment, la biopsia renal és la técnica de referéncia per definir la
tipologia de la NL i pot detectar la NL silent o asimptomatica (69). En els
criteris classificatoris del LES de I'any 2019, una biopsia que evidencii una NL
proliferativa de classe III o V i la preséncia d’autoanticossos anti-nuclears,
son suficients per a la classificacid del pacient (41). L'actual classificacio
histologica de la NL es va definir I'any 2003 i es compon de dos indexs: el
d’activitat (que puntua de 0 a 24 troballes histologiques associades a
l'activitat de la NL) i el de cronicitat (que puntua de 0 a 12 troballes
relacionades amb el dany tissular cronificat). Una major puntuacio s’associa

a un pitjor pronostic renal (70). Tot i que aporta informacié important, la
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bidpsia renal és una técnica invasiva, per aixo, la recerca de marcadors sérics
o urinaris que puguin limitar la necessitat de la biopsia renal per a la presa

de decisions terapéutiques és un camp en continua evolucié.
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Figura 5. Patogénia de la nefritis lGpica. La nefritis lupica és la complicacié
organica més greu del lupus eritematds sistémic. La coincidéncia de factors geneétics i
ambientals, entre d’altres, causa la pérdua de tolerancia envers alguns autoantigens.
El principal mecanisme patogénic al rony6 és el diposit d'immunocomplexos que
activen el sistema del complement i afecta tant els podocits com les cél-lules
endotelials i la membrana basal glomerular. Els neutrofils i els macrofags son les
principals cel-lules efectores del dany organic. Les principals citocines sén els
interferons i el factor de necrosi tumoral (TNF), a banda de la IL-23, la IL-17 i la IL-6.
La participacio dels limfocits T fol-liculars i dels limfocits Th17, aixi com dels limfocits
B i les cél-lules plasmatiques, és fonamental. Adaptada de (62) amb BioRender.com.

5. Esclerosi Sistemica

L'esclerosi sistémica (ES) és una MA que es caracteritza per
alteracions vasculars i una produccié excessiva de teixit connectiu que
produeix fibrosi, que afecta estructuralment i funcionalment a diversos
organs (71-73). La seva prevalencga és d’entre 50 i 300 casos per milid
d’habitants (73). L'ES afecta entre 4 i 9 vegades més a les dones que als
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homes i sol aparéixer entre els 40 i els 60 anys (71,73). Presenta una taxa
de mortalitat de fins al 25% en els primers 5 anys d’evolucié. Fins a un
20% dels pacients amb ES poden presentar formes de la malaltia que
superposen amb d’altres MA, com la miositis, el LES o la sindrome de
Sjogren. A més, els pacients de raca negra tenen un risc més elevat de patir

una malaltia rapida i generalitzada i tenen un pitjor pronostic (73,74).

La patogénesi de I'ES és poc coneguda, pero també és una MA
multifactorial. En les primeres fases, es troben infiltrats cel-lulars en diversos
organs, sobretot al voltant dels vasos sanguinis. En fases més avancades
aquests infiltrats sén més escassos i d’una fase inflamatoria es passa a una
fase fibrotica. Els canvis fibrotics sén més comuns a la pell, als pulmons, al
tracte gastrointestinal, al cor i a I'aparell musculoesquelétic (Figura 6) (71—
73,75,76).

Classicament, a partir dels estudis de LeRoy i Medsger (77), es va
utilitzar I'afectacié cutania per a classificar els pacients en 2 grups
principals: aquells amb una afectacié limitada i aquells amb una afectacié
difusa. L'ES limitada es defineix per una afectacié cutania limitada a les
mans, els avantbracos i la cara, amb una evoluciéo més lenta de la malaltia i,
en general, menys afectacié d’organs interns. L'ES difusa es caracteritza per
una afectacié cutania que afecta tot el cos, un curs de la malaltia més greu i
una evoluciéo més rapida. A banda, hi ha un altre grup de pacients que tenen
fenomen de Raynaud i simptomes sistémics d’ES sense afectacio cutania, es
tracta de I'ES sine scleroderma. Posteriorment a aquestes definicions, es
van identificar uns autoanticossos que estaven molt associats al fenotip
cutani dels pacients. Els autoanticossos anti-centromer/CENP-B (ACA) estan
presents en la majoria dels pacients amb ES limitada i els autoanticossos
anti-topoisomerasa I/Scl70 (ATA) es troben principalment en pacients amb
ES difusa (78). Més tard, s’han identificat els autoanticossos anti-RNA
polimerasa III (RP3) que s’associen a I'ES difusa i la crisi renal
esclerodérmica, una complicacié greu que afecta fins al 25% dels pacients
amb RP3 (72). A diferencia del LES, on els pacients es caracteritzen per
expressar simultaniament diferents autoanticossos, els pacients amb ES
acostumen a presentar una Unica especificitat antigénica i, per aixo, es diu

que els autoanticossos associats a I'ES s6n matuament excloents (79).
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Figura 6. Patogénia de I'esclerosi sistémica. L'inici de la patogénia es creu
que pot tenir un origen en el dany de la microvasculatura. Aquest dany provoca un
estat inflamatori que promou I'activacié plaquetaria, la reduccié de les molécules
d’adhesid i I'augment dels factors de coagulacid, entre d’altres. Aixo0 augmenta la
permeabilitat dels vasos i I’extravasacié de quimiocines, endotelina, trombina i factors
de creixement que recluten cél-lules del sistema immunitari com els limfocits B i T,
els macrofags o les cél-lules dendritiques, i afavoreixen el manteniment d’un ambient
inflamatori. Tots aquests factors contribueixen a la transformacié dels fibroblasts en
miofibroblasts i al diposit excessiu de col-lagen i matriu extracel-lular que segueix
estimulant aquesta transformacio a través del sensor TLR4. Aquest diposit excessiu
de col-lagen i matriu extracel-lular, i per tant la fibrosi a la pell, és la caracteristica
clinica principal de la malaltia. Adaptada de (76).

5.1. Criteris de classificacio

Els criteris actuals de classificaci6 sén els que han redactat
conjuntament I’ACR i I'EULAR I'any 2013 (80). Aquests criteris inclouen un
sistema de puntuacié que valora les afectacions cliniques i immunitaries
dels pacients. Per tal que un pacient pugui ser classificat, cal que el total
sumi un minim de 9 punts. Els dominis clinics sén 7 (preséncia
d’escleroderma als dits de les dues mans, afectacions de la pell dels dits,
lesions a les puntes dels dits, telangiéctasis, alteracions dels capil-lars,
afectacié pulmonar, fenomen de Raynaud), perd només un, el que avalua la
preséncia d’escleroderma als dits de les dues mans és criteri suficient per a
la classificacidé. En canvi, en altres dominis la puntuacié va de 2 a 4 punts i

només en computa l'item que més puntuacié atorga en cada un. Pel que fa
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al domini dels autoanticossos, només els ACA, ATA i RP3 hi estan inclosos
amb un maxim de 3 punts. Tot i aix0, hi ha altres autoanticossos especifics
d’ES, com ara els anti-Th/To, anti-fibril-larina (U3-RNP), o associats a ES com
els anti-Ku, anti-PM/Scl, anti-NOR90, anti-receptor del factor de creixement
derivat de les plaquetes (PDGFR) o els anti-Ro52, que es poden considerar

d’utilitat per al diagnostic (Taula 1, pagina 42).

5.2. Afectacions cliniques més importants

Molts signes i simptomes de I'ES sén poc especifics i tenen una alta
prevalenca en la poblaci6 general, per exemple, Iafectacié
musculoesquelética (rigidesa o dolor), la fatiga o la perdua de pes. Malgrat
que la presentacio clinica de I'ES és molt heterogénia entre pacients, fet que
en dificulta i retarda el seu diagnostic, el fenomen de Raynaud acostuma
a ser la primera afectacié que apareix i la més freqtient en els pacients amb
ES (més d'un 90% dels pacients). El reflux gastroesofagic, les Ulceres
digitals, I'afectacié de la vasculatura capil-lar i la disfagia son altres
afectacions caracteristiques i comunes a la malaltia (Figura 7) (71,72).

En els pacients amb ES difusa, |'afectacié cutania usualment apareix
poc després del fenomen de Raynaud i, tot i que afecta la major part de la
pell del cos, la més greu és la que afecta les zones distals i la cara. La fibrosi
de la pell produeix l'aspecte facial tipic dels pacients amb ES, amb una
obertura bucal disminuida (microstomia), I'aprimament i aparicié de linies
verticals als llavis, i la pérdua de I'expressié facial. A més, I'engruiximent de
la pell del voltant de les articulacions en limita el moviment i la seva
funcionalitat. L'afectacioé d’organs interns és més comuna en I'ES difusa que
en I'ES limitada o I'ES sine scleroderma. Les afectacions organiques principals
son als pulmons en forma de malaltia pulmonar intersticial difusa
(MPID), al sistema cardiorespiratori en forma d’hipertensié arterial
pulmonar (HAP), al tracte gastroesofagic amb problemes de deglucié i
motilitat, als ronyons en forma de crisi renal esclerodérmica i als dits en
forma d’tlceres digitals de repeticié que poden comportar I'amputacié de
les falanges distals (71-73,75). En canvi, en els pacients amb ES limitada
poden passar anys entre l'aparici6 del fenomen de Raynaud i l'aparicié

d’altres afectacions organiques. El tracte gastroesofagic i la musculatura
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son els organs més afectats en aquest grup, malgrat que I'afectacié pulmonar
en forma d’HAP i també de MPID, pot aparéixer en 1 de cada 5 pacients
amb ES limitada (73).
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Figura 7. Manifestacions cliniques de l'esclerosi sistémica. Les
manifestacions cliniques més frequients de l'esclerosi sistéemica afecten la pell, en
forma de fibrosi cutania, fenomen de Raynaud i telangiéctasis. També es pot observar
microstomia, disfagia, reflux gastroesofagic i afectacié gastrointestinal. Altres
manifestacions habituals sén I'afectacié musculoesquelética i la malaltia pulmonar

intersticial. La darrera és actualment la primera causa de mortalitat en pacients amb
esclerosi sistémica. Adaptada de (71).

Multiples estudis han descrit I'associacié dels ACA amb una ES limitada
i un major risc d’'HAP i els ATA amb I'ES difusa i un risc incrementat de patir
MPID. En canvi, els RP3 s’associen a I'ES difusa, a I'afectacié renal i a una
major prevalenca de neoplasies (81,82). A banda d’aquestes associacions
conegudes, un estudi amb 6927 pacients del registre del European
Scleroderma Trials & Research Group (EUSTAR) del 2019, va poder classificar
els pacients en 6 grups diferenciats segons I'analisi de 24 variables cliniques
i serologiques (83), més enlla dels grups classics fonamentats en I'afectacio
cutania (difusa o limitada). Aquests 6 grups diferenciats no eren exclusius

d’un fenotip cutani, perdo tampoc ho eren per al perfil d’autoanticossos.
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La prevalenca de la MPID associada a ES s’acosta al 50% en
pacients amb ES difusa i al 35% en pacients amb ES limitada. La mortalitat
directament atribuible a la MPID és del 35%, mentre que l'atribuida a I'HAP
és del 26% (73,84). Gracies a la introduccié dels inhibidors de I'enzim
conversiu de l'angiotensina (IECA) en el tractament de la crisi renal
esclerodérmica, actualment, la MPID, ha passat a ser la primera causa de
mortalitat en pacients amb ES (85). Tant el trasplantament pulmonar com el
renal sén bones opcions de tractament, ja que, la supervivéncia és similar a

la de pacients sense ES (73,84).

5.3. Associacions amb les diferents manifestacions cliniques
Malgrat que la classificacié dels pacients amb ES s’ha fet a partir de
I'extensié de I’afectacioé cutania, s’han cercat associacions de les diferents
manifestacions cliniques amb el perfil d’autoanticossos i, s'ha vist que, el
perfil immunitari també és capag d’estratificar els pacients en diferents

grups.

Si es tenen en compte els fenotips cutanis descrits per Leroy i Medsger
(77) i les seves associacions amb els autoanticossos, els ACA s’han associat
a un fenotip d’ES limitada (78,81,82,86). Pel que fa a I'ES difusa, la
preséncia d’ACA confereix un risc menor que la preséncia d’ATA o RP3
(78,81,82,85-90). En algun estudi, la preséncia d’ATA s’ha associat a una
menor prevalencga d’ES sine scleroderma (91).

Donada l'alta prevalenca del fenomen de Raynaud, només s’ha
associat en alguna ocasié puntual a la presencia d’ACA (78,81). La preséncia
d’ACA confereix proteccid envers la crisi renal esclerodérmica i, els RP3,
un risc major de patir-ne (79,81,82,85,87). En relaci6 amb la MPID, la
preséncia d’ATA i RP3 s’ha associat a la preséncia de MPID i els ACA a la
seva abseéncia (78,79,81,82,87-90). La HAP, segona causa de mortalitat,
s’ha associat a la preséncia d’ACA i a I'abséncia d’ATA (79,81,82).

La resta de manifestacions cliniques i la seva associacio als diferents
autoanticossos no és tan clara (78,81,82). Les associacions més importants
son la preséncia de cancer sincronic amb la preséncia de RP3 i la preséncia
d’llceres digitals amb la positivitat d’ATA (79,81,82,90,92).
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En resum, els pacients amb ACA tenen un fenotip de la malaltia més
lleu, amb menys afectacié cutania i organica, tot i que tenen un risc més
elevat de patir HAP. D’altra banda, els pacients amb ATA o RP3, presenten
una afectacié cutania difusa, més risc de patir MPID i, en el cas concret dels

RP3, una major prevalenga de neoplasies (92,93).

L'any 2006, un estudi amb les dades de I'EUSTAR (82), va comparar
les associacions de les diferents manifestacions cliniques de I'ES en funcid
de, per una banda, el fenotip cutani (ES limitada versus ES difusa) i, de
I'altra, el perfil d’autoanticossos (ACA versus ATA). Els resultats d’aquest
estudi van posar de manifest que els fenotips cutanis defineixen la preséncia
d’11 manifestacions cliniques i el perfil d’autoanticossos unes altres 15 que
no eren 100% coincidents (82). L'any 2012, aquest mateix estudi es va
replicar a la cohort de pacients amb ES de la Societat Espanyola de Medicina
Interna (RESCLE) amb uns resultats molt similars (78). Si es té en compte
el fenotip cutani (ES limitada versus ES difusa), hi ha 13 manifestacions
cliniques que s’associen a un dels dos fenotips cutanis. D’altra banda, quan
els pacients s’estratifiquen pel seu perfil d’autoanticossos (ACA versus ATA),
les manifestacions cliniques associades canvien i se n’identifiquen també 13,
algunes coincidents. En aquest estudi del RESCLE, també se cercaven
associacions amb I'ES sine scleroderma i es va concloure que |'acroosteolisi
(destruccié de les falanges distals dels dits de mans i peus) era menys
prevalent en I'ES sine scleroderma que en I'ES difusa o limitada. La sindrome
seca era també menys freqient malgrat que I'afectacié cardiaca era més
prevalent en I'ES sine scleroderma en comparacié amb les altres formes
cutanies (78). Un recent estudi en la cohort EUSTAR ha identificat les
manifestacions cliniques associades a I'ES sine scleroderma (94).
Manifestacions cliniques diverses (telangiéctasis, Ulceres digitals, artritis,
miositis, afectacié gastroesofagica i HAP) son menys freqlients en aquests
pacients quan es comparen amb pacients amb fenotip cutani difds i limitat.
Aquests resultats reforcen I'estatus de I'ES sine scleroderma com a una forma
més lleu de la malaltia (94). Finalment, un estudi amb la cohort del RESCLE
I'any 2022, ha publicat els factors de risc per al cancer en pacients amb ES
(95). Només la preséncia d’autoanticossos (ATA, RP3 i PM/Scl, perd no
d’ACA) s’ha associat a una major prevalenca de cancer. En les analisis

multivariants, només la preséncia d’ACA ha esdevingut un factor protector
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envers el cancer, tot i que en l'estratificacié per tipus de neoplasies, la
preséncia d’ATA i anti-Ro s’ha associat a un risc elevat de patir cancer de

pulmé (n=29) i de mama (n=47), respectivament (95).

Tot i la generalitzacié en funcid del fenotip cutani o del perfil
d’autoanticossos i les associacions ja descrites (Figura 8), encara manquen
biomarcadors que defineixin i estratifiquin millor els pacients amb ES.
Una part d’aquesta estratificacid, sobretot referent a les sindromes de
superposicié amb les miositis, s’ha solucionat parcialment amb la inclusié
d’altres autoanticossos relacionats amb I'ES, com per exemple, el PM/Scl,
I'U1-RNP, el Th/To i 'U3-RNP, entre daltres.

Tanmateix, falten biomarcadors que aportin informacio sobre el risc i

el pronadstic dels pacients amb ES en funcié del seu perfil d’autoanticossos.
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Figura 8. Manifestacions cliniques en I’esclerosi sistémica i les seves
associacions. Els pacients amb esclerosi sistémica s’han agrupat historicament
segons el fenotip cutani: esclerosi sistémica sine scleroderma, limitada o difusa
(esquerra) o segons els tres autoanticossos inclosos en els criteris classificatoris: ACA,
ATA o RP3 (dreta). Malgrat que es coneixen associacions clares entre el fenotip cutani
i el perfil d’autoanticossos, les manifestacions cliniques que s’associen al fenotip
cutani, no sempre coincideixen amb les que s’associen al perfil d’autoanticossos. Les
fletxes vermelles indiquen una prevalenga més alta d’aquella manifestacid clinica en
el grup de pacients i les fletxes verdes, una prevalenga més baixa. Els guions grisos
indiquen manca d’associacié o d’informacié. HAP: Hipertensi6é arterial pulmonar,
MPID: Malaltia pulmonar intersticial difusa.
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6. Artritis Reumatoide

L’AR és la MA sistémica més prevalent (entre un 0.5-1% en poblacio
adulta). Es caracteritza per una inflamacio cronica de predomini articular i
la preséncia d’autoanticossos anti-péeptids/proteines citrul-linats (ACPA) i
del factor reumatoidal (FR) (96). La inflamacié articular de I’AR és en forma
de poliartritis cronica que s’acompanya de la destruccié i deformitat
articulars, ocasionant una marcada discapacitat i pérdua de la qualitat de
vida. Malgrat que la preséncia d’autoanticossos n’és una caracteristica
important, un 30% dels pacients no en tenen i s'Tanomenen seronegatius
(97-100). En dones, la prevalenca és de 2 a 4 vegades superior que en
homes. Aquest biaix de genere s’atribueix a diferents factors com I'efecte
d’algunes hormones, I'embaras o factors genétics, entre d'altres (96). L'AR
presenta una mortalitat d'un 40-50% més elevada que en la poblacié

general i la primera causa n’és la MPID (101-103).

Els factors de risc més determinants de I’AR soén el tabaquisme, el
sexe femeni i I'epitop compartit de I’'HLA. La immunosenescencia també
s’ha proposat com a un factor de risc que implica I'increment de |’estrés
oxidatiu, I'augment de la reactivitat a antigens propis amb modificacions
post-traduccionals, I'laugment de la susceptibilitat a patdgens, limitacions de
les poblacions limfocitaries naif i I'escurcament telomeéric (104). A més, s’ha
descrit que la infeccid per Porphyromonas gingivalis té la capacitat de
generar proteines propies citrul-linades, afavorint una RI envers aquestes
proteines (105). Aquesta mateixa RI pot reconeixer, per mimetisme
molecular, els péptids citrul-linats humans, per exemple l'‘a-enolasa, i
generar autoanticossos (CEP-1). L'expressié d’alguns al-lels d’HLA-DRB1,
gue comparteixen una seqlieéncia d‘aminoacids especifica (epitop
compartit), pot ser la responsable del 35-40% del risc genétic de patir AR
(29,30). A més, la presencia d’algun d’aquests al-lels s’ha associat també a
una AR amb preséncia d’ACPA (29). Aix0 ha motivat I'aparicié de dos models
gue expliquen aquesta associacid, el primer defensa que aquests al-lels sén
capacgos de presentar especificament els péptids “patogénics” i generar una
RAI, l'altre model, defensa que la preséncia d’aquests al-lels podria
seleccionar céel-lules T autoreactives durant el procés de maduracié timica
(104,106).
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La patogénia de la malaltia encara és poc coneguda. Tot i aix0, se
sap que la produccié d’ACPA, detectable anys abans del debut de la malaltia,
augmenta el risc de desenvolupar AR en individus amb altres factors de risc.
La inflamacio articular, causada per una RAI, provoca una activacié
permanent de I'endoteli microvascular que permet el transvasament de
leucocits fins a la membrana sinovial (96). En el 40-50% dels pacients que
tenen infiltrat limfocitari a la membrana sinovial, s’hi poden arribar a
observar estructures fol-liculars organitzades que recorden les dels centres
germinals. En aquestes estructures s’hi han identificat zones que contenen
limfocits B en proliferacié i en procés de maduracioé de I'afinitat, i d’altres que
contenen cel-lules T (Figura 9) (107). El repertori de l'especificitat dels
receptors d’aquests limfocits T, és coincident entre articulacions del mateix
pacient, pero difereix del repertori d’altres pacients (108). La permaneéncia
d’aquest ambient inflamatori a la membrana sinovial pot estar promoguda
per la preséncia continuada d’autoantigens. La diferenciacié de cél-lules
dendritiques fol-liculars i I'expressié autonoma de citocines (IL1a i TNF-a) i
quimiocines proinflamatories, afavoreixen |'augment de la presentacié
antigénica. Tot aix0 suggereix que hi ha wuna produccid in situ
d’autoanticossos patogeénics. A més, la desregulacié del procés de netosi
i I'augment en la produccié de NET faciliten la presentacié d’antigens propis
citrul-linats al SI i tenen implicacions en la resposta inflamatoria de I’AR.
Aquesta produccié de NET provoca la produccié d’IFN-a per part de les
cél-lules dendritiques i tanca el cercle vicidés afavorint la produccié
d’autoanticossos (5,109,110).

Els immunoassajos disponibles al mercat per a la deteccié d’ACPA
mostren una sensibilitat de fins al 80% i una especificitat >95% per al
diagnostic d’AR. La deteccié d’ACPA anys abans de l'inici de la malaltia (en la
fase preclinica) suggereix que la maduracid de I'afinitat d’aquests
autoanticossos es duu a terme abans de l'inici dels simptomes de I’AR (111).
Encara que la base molecular responsable de linici del procés de
citrul-linacié és poc coneguda, les dades de pacients fumadors en
comparacido amb pacients no fumadors, mostren una major preséncia de
citrul-linacié en les proteines de la rentada broncoalveolar dels individus
fumadors. Aquest fet dona suport a la hipotesi que, el primer procés de

citrul-linacié pot comencgar al pulmo i acabar desenvolupant la RAI a la
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membrana sinovial en individus susceptibles de patir AR (112). A banda de

tot aquest procés inflamatori persistent, la disrupcié de '’homeostasi en la
formacio i la resorcio ossia té també un paper rellevant en la patogenia.
Alguns estudis han demostrat la capacitat dels ACPA de promoure la
proliferaciéo d’osteoclasts, encarregats de la resorcié Ossia, de manera

independent al propi procés inflamatori (113).
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Figura 9. Patogeénia de I'artritis reumatoide. El procés de citrul-linacié de
les proteines i el desenvolupament d’una resposta autoimmunitaria envers aquestes
modificacions produeix I'activacié dels macrofags, dels mondcits i dels neutrofils, i la
produccié de citocines proinflamatories. Aquest ambient inflamatori afecta els
sinoviocits i condrocits de la membrana sinovial i provoca la degradacié del cartilag
articular. A la vegada, també altera I'equilibri entre I'activitat dels osteoblasts i els
osteoclasts afavorint I'erosié 0ssia. S’ha vist a més, que els autoanticossos també
poden alterar aquest equilibri de manera independent. Creat amb BioRender.com

6.1. Criteris de classificacié

Els criteris de classificacié vigents de I'’AR van ser publicats
conjuntament per I'’ACR i I'EULAR I'any 2010 (114). Es basen en una escala
de puntuacio, on cada item suma un determinat nombre de punts fins a un

maxim de 10. A partir de 6 punts el pacient ja és classificat com a AR. El fet
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qgue el pacient tingui almenys una articulacié amb sinovitis clara és el criteri
imprescindible d’entrada. Els items de puntuacié s’agrupen en 4 dominis: el
primer domini puntua el nombre i tipus d’articulacions afectades, el segon la
preséncia i el titol dels autoanticossos inclosos (ACPA i FR), el tercer els
reactants de fase aguda presents (velocitat de sedimentacié globular (VSG)
o proteina C reactiva) i I'Gltim, la durada de l'afectacié articular (Taula 1,
pagina 42). Malgrat la inclusié del FR i dels ACPA, fins a un 30% dels
pacients poden ser negatius per als dos marcadors, en funcié de si es tracta
d’un diagnostic recent o d’una AR de curta o llarga evolucié (115). Tot i aixo,
aquests criteris, en pacients amb AR incipient, tenen una sensibilitat d’entre
el 84-90% i una especificitat del 20-71%, segons amb quin estandard es

compari, pero son Utils per al diagnostic precog (116,117).

6.2. Afectacions cliniques més importants

El debut de la malaltia és insidiés en el 70% dels pacients, un 10%
debuten de manera aguda, en setmanes, i el 20% restant de manera
subaguda, en mesos o pocs anys (96). L'afectacié articular inicial més
freqlent és simeétrica i afecta principalment els canells, les articulacions
metacarpofalangiques, interfalangiques proximals de les mans o
metatarsofalangiques dels peus. L'artritis és I’afectacié més freqient en I’AR,
pero les afectacions extra-articulars també son habituals. La MPID és
I'afectacié extra-articular més freqient, la que afecta de forma determinant
la qualitat de vida i la supervivéncia dels pacients i, com ja s’ha dit, la primera
causa de mortalitat (118). La MPID associada a I’AR s’assembla més a la
fibrosi pulmonar idiopatica (FPI), que no pas a la MPID associada a altres MA,
pel patrd radiologic i el pitjor pronodstic. La sindrome seca és una afectacio
extra-articular que afecta fins a un 40% dels pacients (119,120) i que
comporta el diagnostic de sindrome de Sjogren addicional en un 30% dels
pacients amb AR evolucionada (121,122). D’altra banda, tant l'aparicié de
noduls reumatoidals com d‘afectacions oculars (escleritis o
epiescleritis), afecten al voltant d'un 25% i un 5% dels pacients amb AR,

respectivament (122).
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7. Malaltia Pulmonar Intersticial Difusa

La MPID és un grup heterogeni d’afectacions del parénquima
pulmonar, que es caracteritza per la inflamacié o la fibrosi de I'espai
intersticial i que interfereix en l'intercanvi de gasos. Aquesta afectacié pot
causar dificultat respiratoria i, fins i tot, insuficiencia respiratoria i la mort
(123,124). La MPID es pot classificar en idiopatica o de causa coneguda. En
aquest segon grup, hi ha la MPID associada a MA, |'associada a exposicions
(ambientals, ocupacionals o farmacs) i la sarcoidosi, entre d’altres (125). El
diagnostic i la classificacié de la MPID es basa en la combinacié de dades
cliniques, radiologiques, serologiques i, sovint, també anatomopatologiques
(124,126). La prevalenca de la MPID varia des de 4 a 80 casos per cada
100.000 habitants a Europa i Estats Units (127). Pel que fa a la MPID
associada a MA, la prevalenca depén de la MA de base. En el LES, la
prevalenca és baixa, d'entre el 4-10%, en I'ES és al voltant del 50%
(84,128), tot i que hi ha estudis on arriba fins al 90% (129,130) i a I’'AR
s’aproxima al 12-15% (128), perd en estudis de poblacié mediterrania es
troba gairebé en el 20% dels pacients (102). Pel que fa al debut clinic, la
MPID pot ser la primera manifestacio clinica de la MA, pot debutar en pacients
amb una MA de llarg recorregut, o bé, els dos diagnostics poden ser
simultanis (131-133).

El procés inflamatori caracteristic de la MPID produeix una
acumulacié de teixit connectiu i causa fibrosi irreversible a l'interstici
pulmonar (134). Es una de les principals causes de morbimortalitat de les
MA (135,136). No existeix una classificacid radiologica o histopatologica
propia de la MPID associada a MA i, per tant, se segueix la classificacio de
les pneumonies intersticials idiopatiques (IIP) (126). Encara que el patré de
pneumonia intersticial usual (NIU) és el més habitual en les IIP (134),
en les MPID associades a MA el patré més prevalent és el de pneumonia
intersticial no especifica (NINE) (128,137) amb I’'excepcio de I’AR, on la
prevalenca de la NIU i la de la NINE sén similars (128,138,139). La presencia
d’un o d’un altre patro radiologic s’associa al pronostic del pacient, essent el
patré de NIU el que té un pitjor pronostic, independentment de la malaltia
de base (140-142). Les exacerbacions agudes de la MPID empitjoren el
pronostic i tenen una mortalitat associada de >50% (143,144). La MPID

associada a MA té una incidéncia estimada anual d’exacerbacions agudes de
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prop del 6%, en canvi, la MPID associada a AR té una incidéncia de prop del
12%, que s'assimila al 20% d’incidéncia d’exacerbaci6 de la FPI
(142,143,145). Aixo consolida el fet que la MPID associada a AR, sobretot
amb patré NIU, té un comportament i un pronostic similar al de la FPI
(144,146) (Taula 1, pagina 42).

L'etiologia de la MPID és encara desconeguda i el seu inici i
desenvolupament impredictible (131). Els pulmons estan exposats a
I'ambient extern. Un individu adult respira uns 8000 L d’aire al dia, que
interactuen amb uns 75 m2 d’epiteli alveolar. Aquest aire conté
microparticules, oxidants i/o contaminants, i microorganismes que poden
produir lesions a I'estructura de |'epiteli alveolar. Per aixd, el pulmé esta
protegit per components clau tant del SI innat com de I'adaptatiu (123).
Arran d’un procés de reparacio tissular, hi ha un augment de la permeabilitat
vascular que permet el reclutament i I'extravasacio de cél-lules (monaocits,
limfocits, fibrocits...) (147). Aquest procés es converteix en aberrant quan
I'activacié de cél-lules encarregades de la reparacié tissular, sobretot de
macrofags M2 i limfocits Th2, es perpetua i hi ha una produccié de matriu
extracel-lular que retroalimenta el procés fibrotic de cicatritzacié. En aquesta
reparacié aberrant hi tenen gran importancia les citocines TGF-B, IL-17, IL-
13, IL-6, IL-4, a més de I’endotelina 1 i diferents proteines que promouen la
coagulacid, com la trombina (136,148). Certs polimorfismes, com els del
promotor de la mucina 5 (149-151), incrementen el risc d'una resposta

reparadora aberrant (Figura 10).

A banda de l'estudi d’aquest procés, s’han descrit molécules que
s'associen amb el dany alveolar derivat de la fibrosi pulmonar, com ara el
Krebs von den Lungen 6 (KL-6), que ha demostrat una clara associacié amb
la MPID associada a AR, per0 també a d’altres MA (152-164), algunes
proteines del surfactant com Ila SP-D i algunes quimiocines
(153,156,157,160).
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Figura 10. Patogénia de la malaltia pulmonar intersticial difusa.
Determinades agressions (ambientals, quimiques o autoimmunitaries) a I'espai
alveolar de pacients amb predisposicions genetiques, poden activar processos de
reparacié que comporten l'activacié dels macrofags de tipus M2 i dels limfocits Th2.
Quan aquesta activacio es perpetua, la proliferacié dels fibrocits (residents o reclutats
de la circulacid) es veu alterada i es promou un ambient anti-apoptotic que provoca
I'acumulacié de col-lagen i matriu extracel-lular, que limita la funcionalitat del pulmé.
Aquesta activacio i proliferacié de fibroblasts és a causa dels alts nivells de TGF-B que
se secreten a partir de I'activacié dels macrofags de tipus M2, entre altres motius.
Adaptada de (136) i (148).

8. La resposta immunitaria de les mucoses

Com ja s’ha dit, I'epiteli és la primera barrera de defensa de
I'organisme. En el cas de les mucoses, el teixit limfoide associat s'anomena
MALT, de l'anglés Mucosa-Associated Lymphoid Tissue. La classe d’anticos
més abundant del sistema immunitari de les mucoses és la
immunoglobulina A (IgA), produida per les cél-lules plasmatiques de la
paret de les mucoses de forma local. Hi ha dos tipus d'IgA humana, la IgA1
i la IgA2 que es diferencien per modificacions en la zona d’unié de les cadenes
pesades i pels polisacarids de la regié N-terminal. A la sang, la IgA es troba
de forma monomeérica, és produida per les cél-lules plasmatiques del moll de
I'os i la proporcié d’IgAl respecte d'IgA2 és de 10:1. Per contra, a les
mucoses, la IgA és dimerica. Aquest dimer incorpora la cadena ] i és
transportat a través de l'epiteli, per posteriorment alliberar-se, és el que es
coneix amb el nom d'IgA secretoria (sIgA) (165). En aquest cas, la
proporcié d'IgAl respecte d'IgA2 és, amb algunes excepcions en funcid del
teixit, de 3:2 (166).
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Ja que les IgA tenen la capacitat d’unir-se a la superficie dels patdgens
i promoure la seva fagocitosi, la citotoxicitat mediada per anticossos, la
produccié de citocines i espécies reactives d’oxigen, I'estudi de la preséncia
d’IgA amb especificitats relacionades amb MA pot ser de gran interés. Tot i
que a la IgA se li atribueixen funcions protectores i no té la capacitat d’activar
el complement per la via classica, alguns estudis postulen que poden activar
la via alternativa del sistema del complement a través de l'agregacié de
patdgens (167-169).

En relacié amb el diagnostic i seguiment de les MA, tot i que l'isotip
majoritariament utilitzat és 1'IgG, els autoanticossos d’isotip IgA tenen
especial rellevancia en la malaltia celiaca (170), la vasculitis IgA (171), i la
sindrome antifosfolipidica, on els autoanticossos d’isotip IgA contra la beta-

2-glicoproteina 1 podrien tenir un paper patogénic (172).
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Taula 1. Resum de les manifestacions cliniques més freqlients, afectacié pulmonar
criteris de classificacio i biomarcadors del lupus eritematds sistémic, |'esclerosi

sistémica i |

‘artritis reumatoide.

freqlents

Prevalenga MPID

Manifestacions cliniques

Eritema malar
Hemocitopénies
Serositis
Nefritis lupica

Reflux gastroesofagic
Esclerodermia
Ulceres digitals
Microstomia
MPID
HAP

Crisis renal esclerodermica

Lupus Eritematds Sistémic Esclerosi Sistémica Artritis Reumatoide
Artralgies Fendmen de Raynaud Artritis
Mialgies

Noduls reumatoides
Sindrome de Sjégren secundari
Escleritis/episcleritis
MPID

Patré radiologic caracteristic

Entre el 4-10%

NINE (24%)

Més del 50% (fins al 90%
en alguns estudis)

Entre el 12-15% (fins al 20%
en poblacié mediterrania)

NINE (75%) NIU (43%)
NIU (8%) NIU (20%) NINE (38%)
Ultims criteris classificatoris ACR/EULAR 2019 ACR/EULAR 2013 ACR/EULAR 2010
Puntuacid per classificar 10 9 6
Febre (2 pts) Esclerodérmia als dits de les

Manifestacions cliniques
incloses als criteris
classificatoris

Leucopénia (3 pts)
Trombocitopénia (4 pts)
Hemolisi autoimmunitaria (4 pts)

Deliri (2 pts)
Psicosi (3 pts)
Convulsions (5 pts)

Alopécia (2 pts)
Ulceres orals (2 pts)
Lupus discoide (4 pts)
Lupus cutani (6 pts)

Efusié pleural o pericardica (5 pts)
Pericarditis aguda (6 pts)

Artritis o artralgies (6 pts)

Proteinuria (4 pts)
Biopsia renal amb nefritis de classe II o V
(8 pts)
Biopsia renal amb nefritis de classe III a IV
(10 pts)
Anti-dsDNA (6 pts)

mans (9 pts)

Puffy fingers (2 pts)
Esclerodactilia (4 pts)

Ulceres digitals (2 pts)
Pitting scars a les puntes dels

dits (3 pts)
Telangiéctasis (2 pts)

Capilaroscopia anormal (2 pts)

HAP (2 pts)
MPID (2 pts)

Fenomen de Raynaud (3 pts)

1 gran articulacié (0 pts)
De 2 a 10 grans articulacions (1 pt)
D'1 a 3 articulacions petites (2 pts)
De 4 a 10 articulacions petites (3 pts)

Més de 10 articulacions amb 1
articulacié petita com a minim (5 pts)

FR i ACPA negatius (0 pts)
FR o ACPA a titols baixos (2 pts)
FR o ACPA a titols alts (3 pts)

PCR i VSG normal (0 pts)
PCR 0 VSG elevades (1 pt)

Durada dels simptomes menys de 6
setmanes (0 pts)

Durada dels simptomes més de 6
setmanes (1 pt)

Autoanticossos inclosos als
criteris classificatoris

Anti-Sm (6 pts)
Algln anti-fosfolipid (2 pts):
Anticoagulant lupic
Anti-beta-2 glicoproteina I
Anti-cardiolipina
Marcadors:

Anti-CENP-B (ACA) (3 pts)
Anti-Scl70 (ATA) (3 pts)
Anti-RP3 (3 pts)

Marcadors:

ACPA (0-3 pts)
FR (0-3 pts)

Altres autoanticossos
(prevalencga)

Anti-dsDNA (40-96%)
Anti-Sm (5-40%)
Anti-Ribosomal P (10-35%)
Anti-PCNA (<5%)
Anti-nucleosoma (56-90%)
Altres:
Anti-histona (50-80%)
Anti-fosfolipids (40-60%)
Anti-IFI16 (26-63%)
Anti-Ro60/SS-A (25-60%)
Anti-C1q (17-58%)

FR (15-35%)
Anti-La/SS-B (19-30%)
Anti-U1-RNP (13-32%)

Anti-Ro52 (20-25%)
Anti-RA33 (20-25%)
Anti-Ku (2-20%)

Anti-CENP-B (ACA) (12-45%)
Anti-Scl70 (ATA) (18-30%)
Anti-U3-RNP (4-22%)
Anti-RP3 (3-19%)
Anti-Th/To (4-13%)
Anti-PDGFR (<5%)
Sindromes de solapament:
Anti-PM/Scl (24-55%)
Anti-Ku (2-33%)
Anti-U1-RNP (8-10%)
Altres:
Anti-Ro52 (25-30%)
FR (20-30%)
Anti-IFI16 (21-29%)
Anti-R060/SS-A (8-10%)
Anti-NOR90 (<5%)
Anti-U11/12-RNP (<5%)
Anti-RuvBL1/2 (<5%)
Anti-AT1R (---)
Anti-ETAR (---)

Marcadors:
ACPA (70-80%)

FR (60-80%)

Altres:

Anti-col-lagen tipus II (23-70%)
Anti-CEP-1 (24-62%)
Anti-CarP (30-45%)
Anti-PAD (23-45%)
Anti-RA33 (25-35%)
Anti-Ro60/SS-A (20-30%)
Anti-Ro52 (8-10%)

Anti-BICD2 (---)




Nous abordatges en I'estudi de les malalties autoimmunitaries

9. Biomarcadors de les Malalties

Autoimmunitaries

La medicina de precisi6 es basa en 'atencié individualitzada del
pacient tenint en compte les singularitats propies de cada individu (173-
175). Per aix0, els principals reptes de la medicina actual sén la millora dels
processos fonamentals d’aquesta atencié: la prevencio, el diagnastic, el
pronostic, el tractament i la rehabilitacié. En relaci6 amb les MA, la
complexitat d'aquests processos fa que la cerca de nous biomarcadors,
encara avui en dia, continui essent prioritaria per facilitar una intervencio
més precog i, aixi, tenir una millor resposta al tractament i la capacitat de

modificar el pronostic dels pacients.

Els biomarcadors sén elements biologics, mesurables i avaluables
amb la capacitat de diferenciar entre dos o més estats o d’informar del
pronostic o de la probabilitat d’aparicié d'una manifestacid clinica. En I'ambit
de les ciencies de la salut, els podem classificar en 4 grans tipus segons la
seva utilitat (176).

9.1. Tipus de biomarcadors

Els biomarcadors diagnostics aporten informacié bioldogica que
afegida a les manifestacions cliniques modifiquen la sospita diagnostica
(probabilitat pre-test) i disminueixen el grau d’incertesa en el procés de
confirmar o descartar la preséncia d'una MA. Un dels seus objectius més

importants és facilitar el diagnostic en la fase d’inici de la malaltia.

Els biomarcadors d’activitat correlacionen amb el grau d’activitat
clinica en el moment de l'extraccié o, fins i tot, poden indicar un canvi
imminent en l'activitat. Habitualment també sén biomarcadors diagnostics.
Per exemple, els autoanticossos anti-transglutaminasa en el seguiment de la
malaltia celiaca, quan augmenten, indiquen que s’ha produit un nou contacte

amb l’antigen, en aquest cas per una nova ingesta de gluten.

Els biomarcadors pronostics indiquen el grau de probabilitat
d’alguns pacients de desenvolupar una manifestaciéd clinica especifica

(normalment greu) o de tenir un pronostic diferent del d’altres pacients.
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Els biomarcadors de resposta al tractament poden indicar la
idoneitat d’un tractament especific per a un pacient determinat. Poden anar
associats a la capacitat de resposta terapéutica al tractament o a la resposta

de I'organisme envers el farmac (176).

9.2. Propietats dels biomarcadors

Un métode classic per a l'avaluacié de la validesa o utilitat d'un
biomarcador és I'ls de les corbes ROC. Aquestes corbes ROC sén
representacions grafiques dels resultats d’un biomarcador on es representen
la sensibilitat (eix Y) i 1-I'especificitat (eix X) per a cada possible resultat
i ens ajuden a escollir el punt de tall més adequat. En aquest punt, la definicio
de les caracteristiques d’inclusié dels individus que tenen la malaltia (grup
de pacients) i dels que no la tenen (grup de control) és clau. El grup
control ideal hauria d’incloure controls sans i pacients amb altres malalties
susceptibles d’un diagnostic diferencial amb la malaltia objecte d’estudi. A
més, aquests dos grups haurien de ser representatius de la poblaciéo on

s’aplicara I'estudi d'aquest biomarcador.

9.2.1. El punt de tall

El punt de tall d'una prova és aquell valor a partir del qual es
considera el resultat com a positiu, i que, ens permet destriar el millor
possible els individus que tenen la condicidé patologica objecte d’estudi dels
individus que no la tenen. Qualsevol modificacié del punt de tall alterara
sincronicament la sensibilitat i I'especificitat (quan una augmenti, l'altra

tendira a disminuir).

Hi ha diversos métodes per establir el punt de tall. Alguns soén
matematics i d'altres es basen a fixar quina sensibilitat o especificitat

considerem necessaria.

Els métodes matematics més utilitzats sén el calcul de I'index de
Youden maxim (en l'eix vertical) o el calcul del punt que té la menor
distancia a la cantonada superior esquerra de la corba ROC (punt de la

prova perfecta: 100% de sensibilitat i 100% d’especificitat). L'index de
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Youden maxim defineix el punt de la corba ROC que maximitza la suma de
la sensibilitat i I'especificitat d’'una prova. D’altra banda, el punt més proper
a la cantonada superior esquerra de la corba ROC, es pot calcular resolent el
Teorema de Pitagores del triangle rectangle que es forma amb I’eix vertical,
el punt escollit i la cantonada superior esquerra (Figura 11). Un altre
metode matematic utilitzat consisteix a establir el punt de tall al nivell de la
mitjana dels valors del grup control més 2, 4 o, fins i tot, 8 desviacions

estandard.

Distancia minima a la
cantonada

*

- K
@©

: ‘0"
;§ "‘..u
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Figura 11. Corba ROC i el calcul del punt de tall. Partint de la corba ROC
(linia lila) podem establir el punt de tall de dues maneres: amb I'index de Youden
(sensibilitat + especificitat -1) més alt (linia grisa puntejada) o amb el punt més
proper a la cantonada superior esquerra (100% sensibilitat i 100% especificitat). Tot
i que aquests métodes matematics son els més utilitzats, I'eleccié del punt de tall
optim s’ha de fer a partir del problema clinic que es vol resoldre.
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9.2.2. Sensibilitat i Especificitat

La sensibilitat i I'especificitat son indicadors estadistics que avaluen el
grau d’eficacia inherent a una prova clinica. Indiquen la rendibilitat clinica
d’una prova per discriminar entre individus que pateixen o no la malaltia. La
sensibilitat d’'una prova és la capacitat de detectar un resultat positiu
en pacients amb el diagnostic d'una determinada condicié clinica.
L'especificitat d'una prova reflecteix la capacitat per detectar un

resultat negatiu en individus sense un diagnostic concret (Figura 12).

Malaltia
. e Resultats
-é POSITIU Vertader positiu Fals positiu POSITIUS
o]
(5]
=
o
5
ot . . Resultats
NEGATIU Fals negatiu Vertader negatiu NEGATIUS
| Malalts | Sans | | Total
Malaltia
Amb diagnostic Sense diagnostic
Biomarcador
Vertader positiu positiu en un
pacient pre-clinic Resultats
ey POSITIY _ POSITIUS
o (Pacient amb el Fals positiu
8 biomarcador) de la técnica
=
o iy cn
£ Fals negatiu (Igz:rslg":glsd
% NEGATIU dela técnica biomarcador) Resultats
Pacient real ; NEGATIUS
sense el Vertader negatiu
biomarcador
| Diagnosticats de la MA | No diagnosticats de la MA | | Total |

Figura 12. Taula creuada (o “2x2") utilitzada per a l'avaluacié d'un
biomarcador en funcié de la preséncia d’'una malaltia. Classicament, s’ha
utilitzat una versié molt simplificada, dividint els resultats en positius o negatius, i els
individus en malalts i sans (A) dividint la cohort en 4 possibles opcions. Malgrat aixo,
sabem que per a I'avaluacié d’un biomarcador hi ha més factors que cal tenir en compte.
Amb relacio als individus, hi ha pacients diagnosticats d’'una malaltia que poden presentar,
o no, el biomarcador estudiat, pacients que encara no tenen manifestacions cliniques,
pero si que presenten el biomarcador i, finalment pacients sense clinica ni biomarcador
que, se suposa, son individus sans. Pel que fa als resultats de la tecnica, els falsos positius
i negatius poden afectar a qualsevol individu analitzat i, en alguns casos coincideixen amb
la manifestacio clinica, o la seva absencia, i poden passar desapercebuts (B).
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La sensibilitat i I'especificitat s6n parametres intrinsecs de la prova,
independents de la prevalenca de la malaltia, perd que depenen de com

s’ajusta el punt de tall (Taula 2).

9.2.3. Valors predictius positiu i negatiu

En el procés d’atencié al pacient, es busca determinar si el pacient
pateix o no una malaltia en funcié del resultat d'una prova. Els valors
predictius informen de la probabilitat de patir o no una malaltia tenint
un resultat positiu (VPP) o negatiu (VPN), respectivament. A diferéncia de
la sensibilitat i especificitat, aquests valors predictius si que depenen de la
prevalenca de la malaltia en la poblacié d’estudi (Taula 2). Si la prevalenca
d’una malaltia a la nostra poblacié d’estudi és alta, un resultat positiu gairebé
en confirmara el diagnostic, perd un resultat negatiu tindra poc valor. Si, per
contra, la prevalenca de la malaltia és baixa, un resultat negatiu

practicament descartara la malaltia, perd un positiu haura de ser confirmat.

9.2.4. Raons de versemblanca

La ra6 de versemblanca és la proporciéo de resultats positius o
negatius dins del grup de malalts, en comparacié amb la proporcié dins del
grup control. Per tant, dona una avaluacié més clara del grau de probabilitat
de trobar un resultat positiu en un pacient que pateix la malaltia en funcié

de la probabilitat de trobar-lo en un individu sense la malaltia (Taula 2).

Un resultat per sobre d’1 augmenta la probabilitat de patir la malaltia
mentre que un resultat per sota d’1 la disminueix. A la practica, una raé de
versemblancga a partir de 10, gairebé confirma la malaltia i una per sota
de 0.1 la descarta.

Alguns inconvenients de les raons de versemblanca sén: en primer
lloc, que cada resultat individual d’un biomarcador té una rad de
versemblancga Unica, tot i que els resultats es poden categoritzar en intervals,
permetent-ne una interpretaci6 molt més senzilla. En segon lloc, sén
especifiques del metode utilitzat per obtenir el resultat del biomarcador

estudiat. Finalment, la poblacié de malalts i controls utilitzada per al seu
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calcul ha de reflectir la poblacié on seran implementades. Tot i la complexitat

de reclutar el primer grup de pacients per calcular les raons de versemblanga
per primera vegada, els nous pacients es poden incloure posteriorment per

tornar a calcular-les, i aquestes raons cada cop seran més acurades.

Taula 2. Indicadors d’un biomarcador.

Vertader positiu

Sensibilitat (Sens): Malalts

Vertader negatiu

Especificitat (Espec): —

Fals negatiu

1-Sensibilitat:
ensibilita Holalts

Fals positiu

1-Especificictat:
P Sans

Sens X Prev
[Sens x Prev + (1 — Espec) % Prev)

Valor Predictiu Positiu (VPP):

Espec x (1 — Prev)
[Espec % (1 — Prev) + (1 — Sens) X Prev]

Valor Predictiu Negatiu (VPN):

o
=
®
U - " ) Sens
g Rad de versemblanca positiva (LR+): = Espec)
=
. X X (1— Sens)
Rad de versemblanga negativa (LR-): “Espec
Malalts

Prevalenca (Prev): Poblacié total

. Prev
Odds ratio pre-test (OR PreT): T=Pren)
Odds ratio post-test (OR PostT): OR PreT X LR
OR PostT

Probabilitat post-test: OR PostT+ 1)
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En tot el procés d'Us dels biomarcadors, el criteri dels professionals
implicats en l'atencié al pacient és extremadament rellevant, ja que cal
coneixer la probabilitat pre-test del pacient i com el resultat d’'una prova
pot modificar-la (Figura 13).

0,1 99
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80— —+ 0,005 -
-+ 0,002
90— + 0,001 - 1
95 — — 0,5
— 0,2
99 0,1
0Odds ratio Rad de QOdds ratio
pre-test versemblanga post-test

Figura 13. Nomograma de Fagan. Mostra com varia la OR pre-test en funcié de
les raons de versemblancga positiva (linia verda) i negativa (linia vermella), i ens mostra
la OR post-test. Cal tenir en compte que la principal limitacié d’aquest grafic és que no
treballa amb les probabilitats pre-test i post-test i que s’han de convertir a Odds Ratio.

9.3. Aplicabilitat dels biomarcadors en les malalties
autoimmunitaries

9.3.1. Biomarcadors diagnostics i pacients seronegatius

En les MA, el descobriment d’autoanticossos especifics, a vegades com

a causants de la patogeénia i d’altres Unicament com a marcadors de malaltia,
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ha estat clau per al diagnostic dels pacients. Malgrat que hi ha alguns
biomarcadors genétics, els autoanticossos sén els biomarcadors més
utilitzats. Tot i que existeixen un nombre molt elevat d’autoanticossos per
a l'estudi de les diferents MA, als criteris de classificaci6 només hi estan
inclosos els autoanticossos més sensibles, especifics i factibles arreu del mén.
Tanmateix, cap autoanticos o combinacié d’autoanticossos arriba al 100% de
sensibilitat i 100% d’especificitat. Hi ha pacients que no presenten els
autoanticossos inclosos en els criteris de classificacid, perd en presenten
d’altres, i hi ha altres pacients que no presenten cap autoanticos, aquests
darrers s'anomenen pacients seronegatius. Per tant, la recerca de nous
biomarcadors associats a les diferents MA té com a objectius principals la
reduccio del percentatge de pacients seronegatius i el diagnostic
precoc (Figura 14) (177).

El LES es caracteritza per la preséncia de més d’un autoanticos
simultaniament, criteri o no criteri, perd els Unics inclosos en els criteris de
classificacio son els aFL, els anti-dsDNA i els anti-Sm. Els pacients
seronegatius d’inici sén pocs, perd durant el curs de la malaltia, en alguns
casos, aquests autoanticossos es poden negativitzar per l'efecte del

tractament o de I'evolucié de la malaltia (178,179).

En I'ES, en canvi, els pacients solen presentar una Unica especificitat
antigénica. Aixi doncs, si tenim en compte els pacients que no tenen cap dels
tres autoanticossos inclosos en els criteris de classificacio (ACA, ATA i RP3),
el percentatge de pacients seronegatius per aquests autoanticossos pot
arribar fins al 20-30%. Quan considerem altres autoanticossos associats a
I'ES, com els anti-Th/To o els anti-U3-RNP, entre d’altres, aquest percentatge
es pot reduir un 5-10% i un 15-20% si també hi incloem els anti-Ro52, fet
que és Util per al diagnostic (180,181).

Per a la practica clinica habitual en I'AR només es consideren dos
autoanticossos, els ACPA i el FR. El grup de pacients seronegatius d’inici pot
arribar a ser d’entre el 20-40%, tot i que amb I'evolucié de la malaltia aquest

percentatge es va reduint.

D’altra banda, hi ha alguns autoanticossos que no son especifics
de cap MA concreta, perd0 que tenen una prevalenca alta en moltes

d’aquestes malalties, uns dels més freqlients sén els anti-Ro52. En algunes
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ocasions, els anti-Ro52 poden ser els nics marcadors d’'una MA, i a més,
s’han associat a diverses complicacions (182-185). A banda, la positivitat
d’anti-Ro52 en preséncia d’altres autoanticossos especifics, s’ha associat a
un pronostic més greu de la malaltia, sobretot en miopaties inflamatories
idiopatiques (186,187).

dsDNA Cardiolipina IgA
ACPA Sm B2GPI IgA
Col-lagen RA33 Ribo-P PCNA
tipus Il Nucleosoma  anticoagulant
CEP-1 Histona lupic
CarP 1aG/IgA FR IgM/1gG/IgA Cardiolipina
PAD 3/4 Ro60/SS-A B2GPI
Ro52 UT-RNP C1q
IFI16 La/SSB
Ku
Artritis
Reumatoide USRNP  U11/12-RNP Lupus
CENP-B/ACA  Th/To RuVBL1/2 Eritematods
Scl70/ATA PDGFR ATIR Sistémic
A ®5 Pwsd e |
Investigacid NOR90 BICD2 Esclerosi
Sistemica

Figura 14. Principals autoanticossos presents en pacients amb lupus
eritematos sistémic, esclerosi sistémica i artritis reumatoide. En les
arees centrals de superposicié s’hi engloben els autoanticossos compartits per les
diferents MA. Subratllats hi ha els autoanticossos disponibles en I'ambit de la

investigaci6 en alguns
BioRender.com.

laboratoris

assistencials. Adaptada de (177) amb

9.3.2. Biomarcadors pronostics i d’activitat

Les MA sovint tenen una expressid clinica en forma de periodes de

brots i

periodes de remissid.

Els biomarcadors, tant d’activitat com

pronostics, en moltes ocasions son similars, ja que se sap que quan una
malaltia esta activa el dany organic es va acumulant i n’empitjora el

pronostic.
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Els biomarcadors per monitorar |'activitat de les MA son relativament
escassos, pero faciliten la decisiéo terapeutica. L'estratificacié dels
pacients en funcié d'un pitjor pronostic o d'un risc més elevat de
desenvolupar manifestacions greus, permetra [|'aplicacié d’estratégies
terapéutiques més adequades i en fases més inicials de la malaltia, que

suposaran una millora en la qualitat de vida dels pacients.

En el cas de pacients amb LES, els biomarcadors utilitzats avui en dia
per al diagnostic i seguiment de la malaltia sén els autoanticossos anti-
dsDNA, els nivells de C3 i C4 i 'activitat del complement, aixi com I'estudi de
la funcidé renal amb un perfil basic d’orina (que inclou la proteindria) entre
altres proves. En el cas dels nivells d’anti-dsDNA i la seva variacié al llarg del
temps, alguns estudis publicats no confirmen la seva utilitat (188-191). Pel
que fa a l'estratificacido dels pacients amb un pronostic pitjor, manquen
biomarcadors per a una de les afectacions organiques més greus del LES com

és la NL.

El principal repte clinic de I’ES és la identificacid dels pacients amb més
risc de desenvolupar manifestacions greus de la malaltia (sobretot MPID, HAP
o crisi renal esclerodérmica). Actualment, aquesta deteccié es basa en els
canvis clinics, en els parametres de la funcid respiratoria i en
I'ecocardiografia, eines qué en alguns casos no son eficaces, son
inespecifiques o amb poca capacitat per discriminar. Pel que fa a l'activitat
de la malaltia, el seu control es basa en l'exploracio fisica i en proves
funcionals dels diferents drgans i sistemes. Per aix0, calen biomarcadors que

resolguin aquestes necessitats.

Finalment, en I’AR, coneéixer quins pacients tenen un risc més elevat
de patir afectacions extraarticulars o fenotips de la malaltia més greus i
progressius, permetra optimitzar els recursos sanitaris permetent un
seguiment més estret a aquells pacients amb un risc més alt. El control de
I'activitat de I’AR, actualment s’avalua mitjangant els reactants de fase aguda
(inclosos en els criteris de classificacid) i, en alguns centres, amb la

calprotectina circulant o en femta (192-194).
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9.3.3. Biomarcadors de resposta al tractament

A banda de I'estratificacié dels pacients en funcio del seu pronostic, fa
anys que un objectiu important de la medicina de precisio és el de conéixer
el tractament més adequat per a cada pacient. En aquest sentit, trobem
encara pocs biomarcadors ampliament establerts per a les MA (195).
Actualment, molts pacients amb MA segueixen les linies terapéutiques
establertes arran dels diferents assajos clinics i canvien de farmac quan se’n
demostra la seva ineficacia. Aix0 endarrereix |'establiment de terapies
efectives en alguns pacients. La medicina personalitzada cerca
caracteristiques especifiques de grups de pacients que donin informacié
sobre la capacitat de resposta als diferents tractaments disponibles, per

tal d’escollir-ne el més efectiu.

9.4. Més enlla dels autoanticossos

En les MA, els autoanticossos sén uns dels biomarcadors més
importants i els podem trobar gairebé en la totalitat dels criteris de
classificacio. L'estudi de les cel-lules implicades en la RAI és un abordatge
diferent. Malgrat que els limfocits T tenen un paper clau en la patogénia de
les MA, sén tecnicament més dificils d’avaluar que els autoanticossos. En
aquest ambit, han sorgit en els darrers anys iniciatives que estudien el
repertori dels TCR en pacients amb MA cercant patrons compartits o
identificant els antigens diana en cadascuna de les MA (196-200). No obstant
aix0, aquests metodes depenen de la digestidé de la proteina, de la
presentacio del seu antigen diana a través de I'HLA, poden estar afectats per
polimorfismes o mutacions d‘aquests gens (197,201), i per aquestes raons,
no estan incorporats a la rutina clinica. En canvi, I'estudi dels limfocits B
productors d’autoanticossos implica menys exigéncies técniques, ja que el
BCR és un receptor que reconeix lI'antigen diana en la seva conformacié
natural. El seu estudi és una estrategia que fa decades que s’ha plantejat,
amb metodes com I'ELISpot o la citometria de flux per detectar cél-lules B
productores d’autoanticossos especifics (63,202-207), tot i que encara no

s’ha consolidat el seu Us en la practica clinica habitual (Figura 15).
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Figura 15. Resum dels conceptes més importants en relacié amb les
malalties autoimmunitaries. Els diferents factors de risc incrementen el risc de
patir una malaltia autoimmunitaria. Tot i aixd, no parlem de malaltia autoimmunitaria
fins que n’apareixen les manifestacions cliniques propies, perd0 la resposta
autoimmunitaria, basada en la pérdua de tolerancia, és detectable mesos o anys
abans. Els biomarcadors immunitaris que descriuen la resposta autoimmunitaria i les
manifestacions cliniques més importants han fet desenvolupar uns criteris de
classificacié que s’utilitzen en la recerca i els assajos clinics. Malgrat tot, encara hi ha
un percentatge important de pacients que no disposen de biomarcadors serologics i
s'anomenen seronegatius. Cal enfocar la investigacid6 en la recerca de nous
biomarcadors que responguin als principals reptes de les malalties autoimmunitaries.
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Hipotesis

Un augment del nhombre de biomarcadors disponibles
amplia la informacié a I’abast del clinic i ajuda a una millor la
presa de decisions mediques i terapéutiques per a I'atencié

dels pacients amb malalties autoimmunitaries.

La quantificacid dels limfocits B productors d’autoanticossos anti-
dsDNA en sang periférica aporta informacié complementaria a la qual s’obté
habitualment amb la quantificacié d’autoanticossos anti-dsDNA en sérum,
per a l'avaluacié de l'activitat del lupus eritematds sistemic i del risc de

desenvolupar nefritis lUpica.

La determinacié de l'isotip IgA dels autoanticossos inclosos en els
criteris classificatoris de I'esclerosi sistémica, a més dels anti-Ro52, redueix
la proporcié de pacients seronegatius i millora I'estratificacio dels pacients en

funcié de les manifestacions cliniques.

La determinacio dels isotips IgM i IgA dels autoanticossos inclosos en
els criteris classificatoris de I'artritis reumatoide, a més d’altres biomarcadors
associats a la malaltia (RA33, CEP-1 i KL-6), redueix la proporcié de pacients
seronegatius i millora I'estratificaciéo del risc de patir malaltia pulmonar
intersticial difusa. A més, la determinacié d’aquests biomarcadors s’associa

a la mortalitat en un seguiment a quatre anys.
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Objectius

1. ESTUDI 1: Quantificar els limfocits B productors

d’autoanticossos anti-dsDNA en pacients amb Lupus

Eritematds Sistémic (LES) (Publicacio 1).

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Estandarditzar un meétode ELISpot per a quantificar els limfocits B
productors d’autoanticossos anti-dsDNA en sang periférica.
Comparar els resultats de I'ELISpot amb la quantificacio
d’autoanticossos anti-dsDNA i I’'estudi del complement en sérum per
a l'avaluacio de l'activitat del LES.

Correlacionar els resultats de I'ELISpot amb les manifestacions
cliniqgues de la malaltia.

Avaluar la capacitat predictora dels resultats de I'ELISpot per a

I’aparicioé de brots de LES.

2. ESTUDI 2: Augmentar el nombre de biomarcadors

disponibles per al diagnostic i I’estratificacié dels pacients

amb Esclerosi Sistemica (ES) (Publicacio 2).

2.1.

2.2.

Determinar la prevalenca dels autoanticossos ACA, ATA, RP3
(inclosos en els criteris classificatoris de I'ES) i els anti-Ro52 d’isotip
IgA i IgG.

Correlacionar la preséncia dels diferents isotips d’autoanticossos amb

les diferents manifestacions cliniques de I'ES.

3. ESTUDI 3: Augmentar el nombre de biomarcadors

disponibles per al diagnostic i I’'avaluacié pronostica de
I’Artritis Reumatoide (AR) (Publicacié 3).

3.1.

3.2.
3.3.

3.4.

Determinar la prevalenga dels autoanticossos ACPA, FR (inclosos en
els criteris), RA33 d'isotip IgM, IgA i IgG i CEP-1 d'isotip IgG i IgA.
Determinar la prevalencga de la molecula soluble KL-6.

Correlacionar la preséncia d’aquests biomarcadors (autoanticossos i
KL-6) amb la malaltia pulmonar intersticial difusa associada a I’AR.
Avaluar els factors de risc associats a la mortalitat en un seguiment

de quatre anys.
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Materials i métodes

Estudi 1: Quantificaci6 dels Ilimfocits B productors
d'autoanticossos anti-dsDNA en pacients amb Lupus

Eritematos Sistémic

Inclusié de pacients i controls

Els criteris d’inclusio dels pacients amb LES eren: complir els criteris
de classificacio de I'any 2019 publicats per I’ACR i I'EULAR per al LES (41), el
criteri d’exclusié era haver estat sota tractament biologic dirigit als limfocits
B fins un any abans de la mostra o estar-ho durant I'any de seguiment. A
més es van incloure com a grup control, pacients amb altres MA i controls

sans.

En total, a l'estudi es van incloure 91 individus: 52 pacients amb
diagnostic de LES (recollits de forma consecutiva), 21 pacients diagnosticats
amb una MA, pero diferent del LES (controls de malaltia) i 18 controls sans.
Dels 52 pacients amb LES, 21 tenien un diagnostic de LES i una altra MA. Els
diagnostics del grup de control de malaltia van ser: artritis reumatoide (n=9),
sindrome de Sjogren (n=3), vasculitis sistémica (n=3), esclerosi sistémica
(n=3), sarcoidosi (n=1), sindrome antifosfolipidica (n=1) i malaltia de Crohn
(n=1).

Dades cliniques

L'activitat del LES es va establir utilitzant un SLEDAI-2K clinic >4. El
brot de LES es va definir, basat en un consens internacional (208), com a un
increment mesurable en l'activitat que inclou un empitjorament o I'aparicid
d’una nova manifestacid clinica i que, a més, comporta un canvi terapeutic o
un augment en la dosi de tractament. L'afectacié renal es va confirmar per
bidopsia seguint la classificacio de la Societat Internacional de Nefrologia
(ISN) i la Societat de Patologia Renal (RPS) de I'any 2003. A més, l'activitat
i la cronicitat de la patologia renal es van determinar utilitzant els indexs de
I'Institut Nacional de Salut dels EUA (NIH).
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Gestid pre-analitica de les mostres i métodes de deteccid

Per a I'ELISpot, les mostres es van processar durant les 6 hores
posteriors a l'extraccié. A partir de sang periférica recollida en tubs amb
heparina, es van aillar les cél-lules mononucleades de sang periféerica (PBMC)
mitjancant un gradient de densitat (Ficoll). Posteriorment, les PBMC es van
congelar a -80°C en 200 pL de medi de cultiu i 200 pL de DMSO al 20%. Per
a la quantificacié dels autoanticossos anti-dsDNA per CIA i CLIFT, el serum
es va congelar aliquotat a -20°C. Els estudis del complement es van realitzar

amb mostres no congelades de serum extretes en el mateix moment.

Per a la determinacié dels autoanticossos anti-dsDNA es van utilitzar
els reactius de quimioluminescéncia (CIA) (QUANTA Flash®; Inova
Diagnostics, San Diego, CA, USA) a I'aparell BIO-FLASH® (Biokit, Barcelona,
Spain). Els resultats van ser quantitatius i es va utilitzar el punt de tall
recomanat pel fabricant de 20 IU/mL. A banda, es va realitzar |'estudi
d’aquests autoanticossos per immunofluorescéncia indirecta sobre Crithidia
luciliae (CLIFT) (Inova Diagnostics, San Diego, CA, USA) amb una dilucié
1:10. Els resultats es van reportar com a negatius o positius i amb un rang
arbitrari de 0 a 8 d’acord amb la intensitat de la fluorescéncia en comparacié
a un control positiu (1:160). El sistema del complement (C3, C4 i CH50) es
va mesurar mitjangant un assaig turbidimeétric Atellica CH C3 i Atellica CH C4
(Siemens, New York, NY, USA), i Autokit CH50; (Fujifilm Wako Chemicals,
Neuss, Germany), a l'aparell Atellica CH Solution (Siemens, New York, NY,
USA). Els valors de referencia van ser, 0.870-1.700 g/L per al C3, 0.110-
0.540 g/L per al C4 i 28-60 U/mL per al CH50. La hipocomplementeémia es
va definir com a un resultat inferior al rang de referéncia, com a minim, per

a un dels 3 parametres.

Per a I'ELISpot, a partir de les condicions establertes per Hanaoka
(209), es van provar unes altres condicions i es van escollir les millors. Els
canvis més importants respecte del disseny de Hanaoka van ser I'eliminacio
del tractament del dsDNA amb nucleases i el canvi d’estratégia de fixacié de
I'antigen, passant de la fixaci6 amb albumina a I'is de la DNA Coating
Solution® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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L'assaig d’ELISpot es va fer de la manera seglent: les plaques de PVDF
(Millipore, Bedford, MA, USA) es van sensibilitzar amb 100 pL de DNA de
timus de vedella (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) diluit 100
pg/mL amb DNA Coating Solution (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Després d’una incubacié nocturna a 4°C, la placa es va rentar amb la
solucié de rentat (PBS amb 0.5 mM CaCl2 i 0.05% de Tween 20) i es va
bloquejar amb la solucié de bloqueig (PBS amb el 5% FBS i el 3% BSA)
durant 1 h 30 min. Les cel-lules dels pacients es van descongelar amb medi
de cultiu RPMI a 37°C i se'n va estudiar la viabilitat amb la cambra de
Neubauer i una tinci6 amb blau tripa. Les PBMC dels pacients (50 pL/pou a
10 x 10% PBMC/mL, per tant, 500.000 PBMC/pou), aixi com mostres de
serum sense diluir (de pacients i controls), es van incubar durant 4 h a 37°C.
Després d’aquesta incubacié les plaques es van rentar amb solucié de rentat
i s'hi va afegir un anticos secundari de cabra anti-IgG humana conjugat amb
fosfatasa alcalina (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (80 pL/pou,
diluit 1:1000 en PBS-Ca) i es va deixar incubar durant 2 h. En acabat s’hi va
afegir Nitro Blue Tetrazolium solution (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) (100 pL/pou) durant 7-10 min per tal de revelar, com a “spots”
dins del pou, els immunocomplexos formats entre els autoanticossos produits
per les cél-lules dels pacients i I'anticos secundari anti-IgG humana. Després
d‘aturar la reaccié enzimatica amb aigua de l'aixeta, les plaques es van
assecar en una estufa seca durant 1 h a 37°C i es van emmagatzemar

posteriorment a 4°C.

Els “spots” es van comptabilitzar automaticament amb el comptador
EliSpot Reader (AID EliSpot ELRIFL0O4) amb el programari EliSpot Reader
version 7.0 (AID GmbH, Penzberg, Germany).

Per tal d’assegurar la correcta sensibilitzacio de la placa i I’'especificitat
de l'assaig, es van introduir les seglients modificacions: es van afegir PBMC
i sérums en pous no sensibilitzats amb dsDNA i es va incloure un control
negatiu (medi de cultiu) i tres controls positius: un sérum positiu tant per
CIA com per CLIFT i un control positiu només per a cada una de les técniques
(Figura 16).
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Figura 16. Disseny de la placa d’ELISpot després de les modificacions a |'assaig
original de Hanaoka et al. (209)
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Estudi 2: Augment del nhombre de biomarcadors disponibles
per al diagnostic i I'estratificacio dels pacients amb Esclerosi

Sistemica

Inclusié de pacients i controls

Els criteris d'inclusié dels pacients amb ES eren: complir els criteris de
classificacié de I'any 2013 publicats per I’ACR i I'EULAR per a I'ES. Tots els
pacients inclosos formaven part del registre espanyol d’ES (RESCLE). Es van
incloure 147 individus a l'estudi, 97 pacients amb diagnostic d’ES i 50

controls sans.

Dades cliniques

Es van recollir les dades cliniques dels pacients en el moment de
I'obtencidé de la mostra. Les categories cliniques revisades incloien el fenotip
cutani, les manifestacions musculoesquelétiques, vasculars i I'afectacié
pulmonar, renal i del tracte gastrointestinal. Aquestes dades conformaven 12
categories: fenomen de Raynaud, Ulceres digitals, telangiéctasis, calcinosi,
miositis, artritis, afectacid6 esofagica i/o intestinal, malaltia pulmonar
intersticial difusa (greu si la capacitat vital forcada era de menys del 70%),

hipertensioé pulmonar, crisi renal esclerodérmica i la preséncia de neoplasies.

Métodes de deteccio

Es van estudiar els isotips IgG i IgA dels 3 autoanticossos inclosos als
criteris de classificacio de I'ES, ACA, ATA i RP3, a més dels anti-Ro52. Aquests
autoanticossos es van quantificar per FEIA a la plataforma EliA (Thermo
Fisher Scientific, Sweden). A la plataforma EliA, es disposa d’una corba de
calibratge per a cadascun dels isotips testats. El punt de tall per a |'isotip IgG
va ser el recomanat pel fabricant (7 U/mL). El punt de tall per a l'isotip IgA
es va fixar a partir dels 50 controls sans establint, com a minim, un 98%
d’especificitat (1.65 pg/L), ja que no existia la recomanacié del fabricant. Per
ambdds isotips, IgG i IgA, els resultats es van considerar negatius (per sota
del punt de tall), positius débils (aquells situats entre 1-5 vegades el punt de

tall), i positius intensos (aquells per sobre de 5 vegades el punt de tall).
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Estudi 3: Augment del nombre de biomarcadors disponibles
per al diagnostic i I'avaluacié pronostica dels pacients amb

Artritis Reumatoide

Inclusié de pacients i controls

Els criteris d’inclusié de pacients amb AR eren: complir els criteris de
classificacié de I'any 2010 publicats per I’ACR i I'EULAR per a I’AR. Es van
excloure els pacients amb una altra MA concomitant. Es van incloure 225

individus a I'estudi, 175 pacients amb diagnostic d’AR i 50 controls sans.

Dades cliniques

Es van recollir les dades cliniques dels pacients en el moment de
I'obtencidé de la mostra i es va fer un seguiment a 4 anys per veure |'aparicié
d’afectacié pulmonar i la mortalitat. Les dades cliniques recollides incloien
dades demografiques, informacié sobre I'habit tabaquic, informacid referent
al diagnostic, evolucié i tractament de I'AR, i informacié de les proves de
funcidé respiratoria i imatge pulmonar en aquells pacients que les tenien.
L'avaluacié de l'afectacié pulmonar es va realitzar a qualsevol pacient amb
sospita clinica segons el seu reumatoleg de referéncia (dispnea, tos seca,
auscultacié de “velcro” o troballes accidentals sense explicacié per altres
causes), i es va seguir I'algoritme diagnostic del Comité Multidisciplinari de
Malalties Intersticials de I'Hospital Clinic, que inclou tomografia computada
d’alta resolucié (TCar), proves de funcié respiratoria (FVC i DLCo), biopsia

pulmonar, si s’escau, i decisié diagnostica multidisciplinaria.

Metodes de deteccid

Es van estudiar els isotips IgM, IgG i IgA dels autoanticossos FR, ACPA
(inclosos als criteris classificatoris) i RA33. Aquests autoanticossos es van
detectar per FEIA a la plataforma EliA (Thermo Fisher Scientific, Sweden). A
la plataforma EliA, es disposa d'una corba de calibratge per a cadascun dels
isotips testats. Els punts de tall utilitzats van ser els ja publicats en un altre

treball (98) utilitzant la mateixa metodologia. De totes maneres, es van
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calcular els punts de tall amb els 50 controls sans fixant una especificitat del

96% i els resultats van ser similars (Taula 3).

Taula 3. Punts de tall dels biomarcadors publicats (98) i calculats amb un grup de
50 controls sans. En gris els autoanticossos inclosos als criteris de classificacio.

Punt de tall | Punt de tall
propi publicat
FR IgM 2.6 IU/mL 3.5 IU/mL
ACPA IgG 1.4 U/mL 7 U/mL
FR IgG 14.9 pg/L 28 ug/L
FR IgA 6 IU/mL 14 TU/mL
ACPA IgM| 101.6 U/mL 116.7 U/mL
ACPA IgA 3.5 U/mL 7 U/mL
RA33 IgM 36.5 ug/L 32 ug/L
RA33 IgG 7.5 ug/L 12 pg/L
RA33 IgA 4.7 ug/L 4.5 pg/L

A més, es van estudiar els isotips IgG i IgA per als autoanticossos anti-
CEP-1. El metode utilitzat per a I'estudi dels autoanticossos IgG anti-CEP-1
va ser I'ELISA (Euroimmun, Libeck, Germany), i per l'estudi de l'isotip IgA
es va emprar el mateix ELISA, perd es va substituir I'anticdos secundari anti-
IgG humana per un anticos secundari anti-IgA humana (Euroimmun, Liubeck,
Germany). El punt de tall per a l'isotip IgG va ser el recomanat pel fabricant
(20 RU/mL). Els resultats per a la IgA es van expressar com a ratio entre
I'absorbancia de cadascun dels pacients en relaci6 amb un conjunt de
controls sans inclosos en cada placa d’ELISA. El punt de tall va ser calculat
amb una corba ROC entre pacients amb AR i MPID i pacients amb AR sense

MPID, i es va establir en una ratio d’1.05.

Els nivells de la proteina KL-6 es van mesurar per quimioluminescéncia
amb el kit Lumipulse G KL-6 (Fujirebio, Tokyo, Japan). Tot i que el fabricant
recomana un punt de tall de 500 U/mL, aquest metode s'utilitza en el
laboratori de I’'Hospital Clinic i s’ha establert un rang de normalitat en la
poblacié sana que va de 118 a 627 U/mL. Aquest va ser el punt de tall

utilitzat, ja que és el que s’utilitza en la practica clinica assistencial.
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Analisi estadistica aplicada en tots els estudis

Per a l'analisi estadistica es van utilitzar els programaris IBM SPSS
Statistics PC Package (Versié 22) i GraphPad Prism (Versié 8.3).

Els resultats de p valor <0.05 van ser considerats estadisticament
significatius. Els punts de tall es van establir amb la utilitzacié de corbes ROC.
Els conjunts de dades continues es van descriure amb la mitjana i la desviacid
estandard o la mediana i el rang interquartilic (25th-75th) segons la
distribucid, normal o no, de les dades. Els conjunts de dades categoriques es
van descriure amb nombres absoluts i percentatge. La normalitat es va
analitzar amb el test de Shapiro-Wilk o Kolmogorov-Smirnov depenent de la
mida mostral. Les diferéncies en les proporcions es van analitzar amb el test
de x2 o amb el test exacte de Fisher quan els recomptes eren <5. Les
diferéncies en les mitjanes van ser analitzades amb el test parameétric t de
Student o amb el test no parameétric U de Mann-Whitney. Les correlacions es
van calcular amb la R de Pearson, el coeficient de Spearman o la tau de
Kendall segons els tipus de variables. Per a les associacions es va expressar
I'oportunitat relativa (Odds Ratio) i el seu interval de confianca del 95%. Per
als calculs pronostics es van utilitzar les corbes de Kaplan-Meier o bé el model
de risc proporcional de Cox, es va expressar la ratio de risc (Hazard Ratio) i
el seu interval de confianca del 95%. Les analisis multivariants es van
analitzar amb el model de regressid logistica incloent les variables amb un p
valor inferior a 0.15 en les analisis univariants. Les comparacions multiples

es van corregir amb un False Discovery Rate del 0.05.
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Resultats

Estudi 1: Quantificacié dels limfocits B productors d'autoanticossos

anti-dsDNA en pacients amb Lupus Eritematoés Sistémic

1.1. Cohort d’estudi

No es van trobar diferéncies significatives pel que fa a dades
demografiques (edat i sexe), dades cliniques (SLEDAI-2K clinic, afectacid
organica i brots de la malaltia) o dades de laboratori (titols d’autoanticossos
i consum del complement), entre el grup de pacients amb diagnostic de LES
i els pacients amb diagnostic d’una altra MA a banda del LES (Taula 4). Per
aixo, tots els pacients amb diagnostic de LES, aillat o en combinacié amb el

d’una altra malaltia, es van analitzar conjuntament.

1.2. Disseny de l'assaig d’ELISpot

La Figura 16 mostra el disseny actual de l'assaig després de les
modificacions aplicades. Els resultats de I'ELISpot inclouen un rang de 0 a «©
i es calculen com la diferéncia entre la mitjana de spots en els pous

sensibilitzats amb dsDNA i en els no sensibilitzats.

1.3. Rendibilitat clinica de I'ELISpot, la CIA i la CLIFT

Es van establir dos punts de tall per a cadascuna de les técniques a
través de I'index de Youden més alt de les diferents corbes ROC. Un primer
punt de tall “diagnostic” comparant, a la corba ROC, pacients amb LES i
controls sans, i un segon punt de tall “d’activitat” comparant pacients amb

LES actius i no actius.

El punt de tall diagnostic per a la CIA i la CLIFT, va coincidir amb
els recomanats pel fabricant (=20 IU/mL i =1 (negatiu o positiu),
respectivament). La sensibilitat i I'especificitat d'aquestes dues técniques va
ser del 87.0% i del 88.9% per la CIA i del 64.8% i del 100% per la CLIFT.
Pel que fa a I'ELISpot, el punt de tall diagnostic va ser de =1.8 spots amb
una sensibilitat del 64.8% i una especificitat del 77.8%. Com era d’esperar,
la CIA i la CLIFT van mostrar millor rendibilitat diagnostica que I’'ELISpot
(Figura 17).
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Tenint en compte el punt de tall d’activitat, els valors van quedar
fixats en 211.24 spots, 2374.1 IU/mLi =1, per a I'ELISpot, la CIA i la CLIFT,
respectivament. Les sensibilitats van ser de 57.1%, 42.9% i 71.4% i les
especificitats, de 83.9%, 96.8% i 41.9%, respectivament. L’index de Youden
més alt de les tres técniques va ser el de I'ELISpot i, per tant, permetia
diferenciar millor els pacients actius i no actius (index de Youden: 0.410,
0.397i 0.133, per ELISpot, CIA i CLIFT). Arran d'aquests resultats, a I'estudi
es va emprar del punt de tall d’activitat i, els resultats per sobre es van

anomenar “alts” i els resultats per sota, “baixos” (Figura 18).

Corba ROC: Punt de tall diagnostic Corba ROC: Punt de tall d'activitat
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Figura 17. Corbes ROC per a I'eleccié dels punts de tall diagnostic i
d’activitat per a les diferents técniques (CIA, CLIFT i ELISpot). En el
cas del punt de tall diagnostic es van comparar malalts de LES amb controls sans i en
el cas del punt de tall d’activitat, pacients amb LES actiu amb pacients de LES no actiu.
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Figura 18. Distribuci6 dels valors dels diferents grups en funcié de
la técnica utilitzada. En vermell es mostren els pacients actius (amb un cSLEDAI-
2K>4). Les linies puntejades indiquen el punt de tall diagnostic i d’activitat.
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1.4. Associacié amb les manifestacions cliniques

En el moment de la inclusio, I'afectacié renal (n=28) va ser |'afectacio
organica més prevalent seguida per I'afectacié articular (n=8),
I'hnematologica (n=8), la cutania (n=7) i, en ultim lloc, la preséncia de
serositis (n=7). La hipocomplementémia es va associar a la nefritis lUpica
(OR 7.3 [95% IC 2.1-25.3]). Valors alts de CIA es van associar a l'afectacié
articular i a I'hematologica (OR 6.3 [95% IC 1.2-32.4] i OR 6.3 [95% IC 1.2-
32.4], respectivament). Resultats alts d’ELISpot es van associar a la
preséncia d’alteracions hematologiques (OR 23.8 [95% IC 2.6-217.1]). La
preséncia simultania de resultats alts d’ELISpot i d’hipocomplementémia es

van associar a alteracions articulars (OR 6.3 [95% IC 1.4-26.9]).

1.5. Capacitat predictiva de brot

Dels 52 pacients amb LES, 14 (26.9%) van patir un brot de la malaltia
durant I'any seglient a I'extraccié de la mostra a estudi. Vuit dels 14 pacients
(57.1%) que van patir un brot tenien un resultat alt d’ELISpot mentre que 6
de 14 (42.9%) el tenien baix. A més, 29 dels 35 (82.9%) pacients amb un
resultat baix d’ELISpot no van patir cap brot, mentre que 8 dels 17 (47.1%)
pacients amb un resultat alt d’ELISpot si que van patir un brot durant I'any
de seguiment. Per tant, els pacients amb un ELISpot alt tenen un risc
incrementat 3.4 vegades (HR=3.4 [95% IC 1.1-10.5]) de patir un brot de
LES (Figura 19-C). Ni els resultats alts de CIA, ni de CLIFT, ni la
hipocomplementémia individualment, es van associar a la presencia de brots
durant l'any de seguiment (Figura 19-A,B,D). Només la combinacio
d’hipocomplementémia i d’ELISpot alt va presentar un risc de brot augmentat
en 5.2 vegades (HR=5.2 [95% IC 1.3-20-4]) (Figura 19-E).

Dels 14 pacients que van patir un brot de LES, 7 (50%) van patir un
brot amb afectacié renal. Dos d’aquests pacients tenien un ELISpot baix
mentre que 5 tenien resultats alts. La hipocomplementémia estava present
en tots 7 pacients (Figura 19-D). Per tant, els resultats alts d’ELISpot
suposen un increment del risc de brot renal de 6.5 vegades (HR=6.5 [95%
IC 1.3-32.2]) (Figura 19-C) i en combinacié amb la hipocomplementémia,
aquest risc augmenta fins a 32.9 vegades (HR=32.9 [95% IC 4.9-221.3])

(Figura 19-E). Per contra, ni la CIA ni la CLIFT es van associar a la preséncia
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d’afectacid renal en els brots de LES (Figura 19-A,B). Pel que fa als brots
articulars (Figura 19), cutanis o hematologics, cap métode s’hi va associar

de manera estadisticament significativa.
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Estudi 2: Augment del hombre de biomarcadors disponibles per al

diagnostic i I'estratificacio dels pacients amb Esclerosi Sistémica

2.1. Cohort d'estudi

Noranta-dues de les 97 (94.8%) pacients incloses eren dones. L'edat
mitjana al diagnostic va ser de 49.5 anys i la durada mitjana de la malaltia,
de 7 i 12.7, des del diagnostic d’ES i des del primer simptoma diferent del
fenomen de Raynaud, respectivament. Els fenotips cutanis que es defineixen
en I'ES estaven distribuits de la seglient forma: 57 (56.7%) pacients van
presentar fenotip cutani limitat, 15 (15.5%) fenotip cutani difus i 27 (27.8%)
ES sine scleroderma. La distribucio dels autoanticossos criteri (isotip IgG) en

relacido amb els fenotips cutanis es mostra a la Figura 20.
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Figura 20. Distribucié dels autoanticossos criteri d’isotip IgG en els
diferents fenotips cutanis.

2.2. Prevalenga dels autoanticossos inclosos als criteris de
classificacié (isotip IgG).
L’autoanticos més prevalent va ser I'’ACA (48.5%) seguit de I'ATA
(22.7%) i I'RP3 (5.2%). Només 1 pacient era doble positiu (ATA i RP3), tot i
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que els nivells d'RP3 eren baixos (15.4 U/mL, lleugerament per sobre de 7
U/mL). Els 24 (24.7%) pacients restants van ser negatius per als 3
autoanticossos criteri (ACA, ATA i RP3). No obstant aix0, tots van ser positius
per autoanticossos anti-cel-lulars per immunofluorescéncia indirecta sobre

cel-lules HEp-2.

2.3. Caracteristiques cliniques

No hi va haver diferéncies en sexe, edat al diagnostic i durada de la
malaltia entre els grups de pacients definits pels autoanticossos criteri
(Taula 5). Les telangiéctasis van ser més freqlients en els grups ACA i ATA
que en els grups criteri-negatiu i RP3 (p=0.025). La MPID va ser més
prevalent en el grup amb ATA que en la resta de grups (p<0.001). D’altra
banda, la miositis només es trobava en el grup de pacients criteri-negatiu i
3 dels 4 pacients que la presentaven eren positius pels autoanticossos anti-
Ku i l'altre pels anti-U3-RNP/fibril-larina. A més, tots quatre eren negatius

pels autoanticossos anti-Ro52.

2.4. Prevalenca de l'isotip IgA dels autoanticossos ACA, ATA i RP3

Dels 97 pacients inclosos, 55 (56.7%) eren positius per autoanticossos
d’isotip IgA i 53 dels 55 (96.4%) també ho eren per l'isotip IgG de la mateixa
especificitat. En el cas d’ACA, 30 pacients eren dobles positius (IgG i IgA),
17 només IgG i 1 Unicament positiu per ACA IgA. Pel que fa als ATA, 19
pacients eren dobles positius, 3 positius per IgG i només 1 positiu per IgA.
En el cas dels RP3, tots els pacients eren dobles positius per IgG i IgA
(Figura 21). A banda, 4 pacients eren positius per ACA IgA i també per ATA
IgG i IgA, aquest fet també es donava en els ATA on 3 pacients eren positius
per ATA IgA i positius per ACA IgG i IgA. Pel que fa als RP3, un pacient RP3
IgA també ho era per ATA IgG i IgA. Cal destacar, que la majoria d’aquests
ultims autoanticossos IgA tenien nivells baixos (Figura 21). La inclusio de
I'isotip IgA, va fer reduir el grup de pacients criteri-negatiu en 2 pacients (els
2 IgA aillats), passant de 24 a 22.
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2.5. Prevalenca dels autoanticossos anti-Ro52 d‘isotip IgG i IgA

Del total de la cohort, 19 pacients (19.6%) eren positius per
autoanticossos anti-Ro52 IgG o IgA. A diferéncia dels autoanticossos criteri,
només 7 dels 19 pacients (36.8%), eren dobles positius per IgG i IgA, 8
pacients eren positius només per IgG i 4 només per IgA (Figura 21). Dins
dels grups ACA, ATA, RP3 i criteri-negatiu, no hi havia diferéncies en la
prevalenca d’anti-Ro52 (14.6%, 26.1%, 25.0% i 22.7%, respectivament).

2.6. Combinacio d’autoanticossos

Pel que fa als autoanticossos ACA, en els pacients dobles positius, els
titols d'IgG van ser més alts que els d’IgA en el 73.3% dels casos. En canvi,
pel que fa als ATA, el 68.4% dels pacients amb ATA IgG i IgA tenien titols
alts per als dos isotips. El grup d’anti-RP3 només va tenir 4 pacients i en
relacio amb els anti-Ro52, tots els pacients dobles positius van tenir titols

més alts d'IgG que d'IgA (Figura 21).

Dels pacients que tenien positivitats per més d’una especificitat inclosa
als criteris de classificacio, 8 eren dobles positius per I'isotip IgA (1 ATA-RP3,
7 ACA-ATA) i només 1 ho era per lisotip IgG (ATA-RP3). Si hi afegim els
anticossos anti-Ro52, la positivitat per més d'una diana va ser més frequent
en el grup ATA IgG positius que en I'’ACA IgG (39.1% versus 20.8%) (Figura
21).

2.7. Associacions cliniques

Pel que fa al fenotip cutani, els pacients amb fenotip limitat eren
principalment ACA IgG i IgA, els de fenotip difus ATA IgG i els de fenotip sine
scleroderma eren Ro52 IgG i IgA i ACA IgG (valors de p no ajustats: 0.029,
0.004, 0.017 i 0.005, respectivament), aquestes associacions pero, es van
perdre després de la correccié per multiples comparacions. La preséncia de
Ro52 IgG i IgA era independent de la preséncia d’ACA IgG (p=0.124). Pel
que fa a altres manifestacions cliniques, la preséncia de MPID va ser superior
en pacients amb ATA IgG i IgA (valor de p no ajustat: 0.001). Les
telangiéectasis es van associar a la preséncia d’ACA IgG i IgA (valor de p no
ajustat: 0.027).
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Tot i que les diferéncies no eren estadisticament significatives, tres
dels 5 pacients (60.0%) monoespecifics per Ro52 tenien MPID, mentre que
només 35 dels 78 (44.9%) negatius per Ro52 en tenien (OR: 1.84; p
valor=0.656). No es van trobar associacions cliniques en pacients amb
autoanticossos criteris en funcidé de la preséncia o abséncia de Ro52. Tot i
aix0, hi havia una tendéncia cap a la preséncia simultania de Ro52 i el fenotip
cutani difls (28.6% de fenotip difls en els Ro52 positius i 8.5% en els Ro52

negatius).



Resultats

Estudi 3: Augment del nhombre de biomarcadors disponibles per al

diagnostic i I'avaluacié pronostica dels pacients amb Artritis Reumatoide

3.1. Cohort d'estudi

Cent trenta-quatre dels 175 (76.6%) pacients inclosos eren dones.
L'edat mitjana al diagnostic va ser de 53 anys i la durada de la malaltia, de
8.9 anys de mitjana amb una mediana de 6.2 anys. Més de la meitat dels
pacients (52.0%) havien estat fumadors, tot i que només el 19.4% ho eren
actualment. Trenta-set (21.1%) dels pacients estaven diagnosticats de MPID
amb una duracié mitjana de 2.3 anys. El patro radiologic més prevalent va
ser el de NIU (51.4%) seguit del NINE (35.1%).

Els pacients del grup d’AR i MPID eren més grans i feia més temps que
s’havien diagnosticat que els pacients que no tenien MPID. A més, també
tenien puntuacions d’activitat de la malaltia més altes. No hi havia diferéncies
en I’'habit tabaquic entre els dos grups. Encara que el 64.9% dels pacients
amb AR i MPID eren dones, la MPID era més prevalent en homes (31.7%
versus 17.9%; p=0.079). Els pacients amb AR i MPID tenien un index de
massa corporal (IMC) superior al dels pacients que només tenien AR. La MPID
es tractava més sovint amb abatacept (anti-CTLA4) mentre que els pacients
sense MPID estaven tractats amb metotrexat. Tot i aix0, les dosis eren

similars en els dos grups (Taula 6).

3.2. Biomarcadors analitzats (ACPA, FR, RA33, CEP-1 i KL-6)

Amb els punts de tall establerts, es va analitzar la capacitat dels
biomarcadors de diferenciar pacients amb MPID i sense. Els nivells serics de

KL-6 van ser el millor marcador (fndex de Youden més alt) (Taula 7).

La majoria dels pacients (85.1%) eren dobles positius pel FR IgM i
ACPA 1gG (els dos autoanticossos inclosos als criteris de classificacid). Del
14.9% restant, un 1.1% i un 8% eren positius Unicament pel FR IgM o per
ACPA 1IgG, respectivament. Finalment, només 10 pacients (5.7%) eren
seronegatius per als autoanticossos criteri i, d’aquests, només 3 eren positius

per almenys 1 dels autoanticossos estudiats.
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Taula 6. Caracteristiques cliniques i demografiques de la cohort de pacients amb

artritis reumatoide.

| AR sense MPID (n=138) [ AR amb MPID (n=37) [ p valor |

Caracteristiques demografiques

|
|

Sexe femeni, n (%) \ 110 (79.7%) | 24 (64.9%) [ o0.079
Etnia
Caucasic, n (%) 122 (88.4%) 33 (89.2%) 1.000
Mestis llatinoamerica, n (%) 13 (9.5%) 3 (8.1%) 1.000
Asiatic, n (%) 2 (1.5%) 0 (0.0%) 1.000
Africa, n (%) 1 (0.7%) 1(2.7%) 0.379
IMC, mitjana (+DE) (n=132) 26.6 £ 4.4 29.9 £ 4.8 0.001
IMC (225), n (%) 63 (58.3%) 22 (91.7%) 0.002
IMC (230), n (%) 23 (21.3%) 10 (41.7%) 0.065
Baix pes (IMC <18.5), n (%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1.000
Pes normal (IMC 18.5-24.9), n (%) 45 (41.7%) 2 (8.3%) 0.002
Sobrepés (IMC 25-29.9), n (%) 40 (37.0%) 12 (50.0%) 0.256
Obesitat (IMC 230), n (%) 23 (21.3%) 10 (41.7%) 0.065
Caracteristiques de I'Artritis Reumatoide
Edat al diagnostic de I’AR, mitjana anys (£SD) 52.0 £ 13.5 57.6 £ 11.5 0.025
Debut precog AR (<65 anys), n (%) (n=174) 115 (83.3%) 27 (75.0%) 0.333
Temps evolucié AR, mitjana anys (£DE) 8.2+ 8.6 11.8 £ 8.1 0.001
AR erosiva, n (%) 72 (52.2%) 24 (64.9%) 0.195
Preséncia de noduls reumatics, n (%) (n=174) 24 (17.5%) 8 (21.6%) 0.633
Sindrome seca, n (%) (n=174) 18 (13.1%) 8 (21.6%) 0.202
Serositis, n (%) (n=174) 4 (2.9%) 0 (0.0%) 0.580
Activitat de la malaltia
DAS28-VSG, mitjana (£SD) (n=157) 2.78 + 1.13 3.78 = 1.24 <0.001
Remissio clinica (DAS28-VSG<2.6), n (%) (n=157) 62 (51.2%) 9 (25.0%) 0.007
Autoanticossos criteri
ACPA 1gG positiu, n (%) 118 (85.5%) 31 (83.8%) 0.797
FR IgM positiu, n (%) 116 (84.1%) 31 (83.8%) 1.000
Seronegatiu (per ACPA IgG i FR IgM), n (%) 11 (8.0%) 3 (8.1%) 1.000
Habit tabaquic
Alguna vegada fumador, n (%) 70 (51.1%) 21 (56.8%) 0.582
Fumador actual, n (%) 30 (21.9%) 4 (10.8%) 0.164
Dosi tabac acumulada (pag/any), mitjana (£DE) (n=89) 24.5 £ 14.9 30.4 £ 11.0 0.070
MPID
Test de funcié pulmonar
CVF, mitjana (£SD) 78.55 £ 16.23
DLCO, mitjana (£SD) 60.31 + 15.31
Patré radioldgic TCar
NIU, n (%) 19 (51.4%)
NINE, n (%) 13 (35.1%)
Altres, n (%) 5 (13.5%)
Tractament
Glucocorticoides
Prednisona, n (%) 82 (59.4%) 25 (67.6%) 0.449
Dosi prednisona (mg/dia), mitjana (£DE) 4.86 £ 3.71 4.91 £ 2.11 0.689
Medicaments modificadors de la malaltia
Metotrexat, n (%) 89 (64.5%) 15 (40.5%) 0.014
Dosi metotrexat, mitjana (+DE) 20.06 + 13.58 14.67 £+ 3.67 0.142
Leflunomida, n (%) 22 (15.9%) 11 (29.7%) 0.095
Dosi leflunomida, mitjana (+DE) 14.71 £ 5.14 16 £ 5.16 0.596
Hidroxicloroquina, n (%) 17 (12.3%) 3 (8.1%) 0.574
Dosi hidroxicloroquina, mitjana (£DE) 228.57 £ 72.63 266.67 £ 115.47 1.000
Tractaments biologics
Anti-CTLA4 (Abatacept), n (%) 3 (2.2%) 7 (18.9%) <0.001
Anti-CD20 (Rituximab), n (%) 7 (5.1%) 1(2.7%) 1.000
Anti-TNF (varis), n (%) 22 (15.9%) 3 (8.1%) 0.296
Anti-IL6 (Tocilizumab), n (%) 5 (3.6%) 1(2.7%) 1.000
Inhibidor JAK (Baricitinib), n (%) 1 (0.7%) 0 (0.0%) 0.379
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3.3. Associacions amb la MPID

Diferents parametres es van associar a la presencia de MPID a la
cohort d’AR estudiada. Concretament I'edat en el moment del diagnostic, el
temps d’evolucié de I'AR, I'IMC i un IMC =25 i la preséncia d’activitat de la
malaltia. Tot i que no s’observaven diferéncies en el nombre de fumadors, la
dosi de tabac acumulada tendia a ser més alta en el grup d’AR amb MPID,
sense assolir significacié estadistica. El sexe masculi no es va associar a la
preséncia de MPID per la mida mostral, tot i que s’hi observava una tendéncia
(Taula 7).

En relacié amb els autoanticossos, el FR IgG, FR IgA, ACPA IgM, ACPA
IgA, CEP-1 IgG, CEP-1 IgA i els nivells elevats de KL-6, tenien una major
prevalenca i unes mitjanes dels seus nivells més elevades en pacients del
grup d’AR amb MPID que en pacients del d’AR sense MPID, tot i que només
assolien la significacié estadistica el FR IgG i el KL-6, tant per la prevalenca

com per la mitjana dels nivells (Taula 8).

En I'estudi dels patrons del TCar, el FR IgG era I'Unic biomarcador que
s’associava a la MPID especificament amb un patré6 de NIU. La positivitat
d’ACPA IgG era més prevalent en pacients amb patré NIU quan es comparava
aquest patré amb altres patrons no-NIU, perd també era molt prevalent en
I’AR sense MPID. El KL-6 no aconseguia diferenciar entre els pacients amb
patrdé NIU i no-NIU (Taula 9).

Pel que fa a la FVC i la DLCo, només la mitjana de la DLCo era més
baixa en els pacients amb patré NIU comparant-los amb els pacients amb
patré no-NIU. Tanmateix, cap biomarcador s’associava a diferéncies en els
valors de DLCo o FVC, tot i que en el cas de la FVC s’hi observava una
tendéencia tant amb I’ACPA IgA com els CEP-1 IgG i IgA (p valor <0.100)
(Taula 10).
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Taula 7. Analisi univariant amb I’AR amb MPID com a criteri de valoracid.

Criteri: Preséncia de MPID Univariant

n=175 (n=37 AR amb MPID) p valor OR 95% CI
Edat al diagnostic, (n=174) <0.001 N/A N/A
Temps evolucidé AR, (n=174) 0.001 N/A N/A
Sexe femeni 0.079 0.470 0.213-1.038
IMC, (n=132) 0.001 N/A N/A
IMC (225), (n=132) 0.002 7.857 1.758-35.116
IMC (=30), (n=132) 0.065 2.640 1.038-6.712
Fumador actual 0.164 0.432 0.142-1.317
Dosi tabac acumulada, (n=103) 0.070 N/A N/A
Autoanticossos criteri
FR IgM positiu 1.000 0.980 0.366-2.626
ACPA IgG positiu 0.797 0.876 0.324-2.367
Autoanticossos no criteri
FR IgG positiu 0.025 2.501 1.180-5.305
FR IgA positiu 0.089 2.077 0.933-4.621
ACPA IgM positiu 0.242 1.628 0.775-3.420
ACPA IgA positiu 0.466 1.321 0.638-2.736
RA33 IgM positiu 1.000 0.979 0.339-2.824
RA33 IgG positiu 1.000 0.929 0.189-4.571
RA33 IgA positiu 0.788 0.759 0.242-2.386
CEP-1 IgG positiu, (n=140) 0.549 1.356 0.620-2.965
CEP-1 IgA positiu, (n=140) 0.280 1.668 0.738-3.772
KL-6 seric positiu, (n=172) <0.001 8.750 3.812-20.085
Caracteristiques cliniques
AR erosiva 0.195 1.692 0.797-3.594
Debut precog AR, (n=174) 0.333 0.600 0.250-1.443
Preséncia de noduls, (n=174) 0.633 1.299 0.529-3.189
Sindrome seca, (n=174) 0.202 1.824 0.722-4.606
Serositis, (n=174) 0.580 0.340 0.021-7.514
Activitat de la malaltia
(DAS28-VSG), (n=154) 0.007 3.153 1.369-7.261
Tractament
Metotrexat 0.014 0.375 0.179-0.789
Anti-CTLA4 <0.001 10.500 | 2.566-42.973
Leflunomida 0.095 2.231 0.964-5.165
Dosi metotrexat 0.094 N/A N/A
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Taula 8. Punts de tall, prevalenca i nivells dels diferents biomarcadors estudiats en
els diferents grups de la cohort d’artritis reumatoide. Es van utilitzar els punts de tall

ja publicats per Sieghart et al. (98)

Prevalenga a

Punt dt_a iall Punt FIe tall la cohort d’AR AR seEse MPID AR am_b MPID p valor
propi publicat ¥ (n=175) (n=138) (n=37)
Krebs von den Lungen (KL-6)
KL-6 seric (n=172) 627 U/mL (nggr%”;t")
Prevalenca, n (%) 37 (21.5%) 17 (12.3%) 20 (55.6%) <0.001
Nivells, mitjana (£DE) 412.3 £ 269.2 U/mL 907.0 £+ 804.3 U/mL <0.001
Autoanticossos criteri
FR IgM 2.6 IU/mL 3.5 IU/mL
Prevalenca, n (%) 147 (84.0%) 116 (84.1%) 31 (83.8%) 0.797
Nivells, mitjana (+DE) 74.6 £ 108.3 IU/mL 119.3 £ 165.8 IU/mL 0.302
ACPA I1gG 1.4 U/mL 7 U/mL
Prevalenca, n (%) 149 (85.1%) 118 (85.5%) 31 (83.8%) 1.000
Nivells, mitjana (+DE) 720.4 £ 1721.6 U/mL | 884.9 £+ 1295.7 U/mL 0.205
Autoanticossos no criteri
FR IgG 14.9 pg/L 28 ug/L
Prevalenca, n (%) 52 (29.7%) 35 (25.4%) 17 (45.9%) 0.025
Nivells, mitjana (£DE) 26.5 + 40.4 ug/L 48.5 + 69.1 pg/L 0.021
FR IgA 6 IU/mL 14 1U/mL
Prevalenca, n (%) 105 (60.0%) 78 (56.5%) 27 (73.0%) 0.089
Nivells, mitjana (£DE) 64.7 £ 145.1 IU/mL | 84.9 £ 194.6 IU/mL 0.151
ACPA IgM 101.6 U/mL 116.7 U/mL
Prevalenca, n (%) 60 (34.3%) 44 (31.9%) 16 (43.2%) 0.242
Nivells, mitjana (+DE) 269.5 + 551.9 U/mL 400.0 £+ 687.3 U/mL 0.446
ACPA IgA 3.5 U/mL 7 U/mL
Prevalenca, n (%) 85 (48.6%) 65 (47.1%) 20 (54.1%) 0.466
Nivells, mitjana (+DE) 23.9 £47.5U/mL 32.4 £ 52.2 U/mL 0.350
RA33 IgM 36.5 pg/L 32 pg/L
Prevalenga, n (%) 24 (13.7%) 19 (13.8%) 5 (13.5%) 1.000
Nivells, mitjana (£DE) 23.8 £ 33.8 pg/L 23.4 £ 20.7 pg/L 0.829
RA33 IgG 7.5 pg/L 12 pg/L
Prevalenca, n (%) 10 (5.7%) 8 (5.8%) 2 (5.4%) 1.000
Nivells, (mitjana+DE) 5.4 £ 4.9 ug/L 5.9 £ 4.6 ug/L 0.295
RA33 IgA 4.7 pg/L 4.5 pg/L
Prevalenca, n (%) 23 (13.1%) 19 (13.8%) 4 (10.8%) 0.788
Nivells, mitjana (£DE) 3.2 £ 3.7 pg/L 2.7 £ 1.4 pg/L 0.739
CEP-1 1gG (n=140) 20 RU/ML (zfgb'tilig"r:t")
Prevalenca, n (%) 64 (45.7%) 47 (43.9%) 17 (51.5%) 0.549
Nivells, mitjana (+DE) 55.6 £ 71.5 RU/mL 71.4 £ 76.7 RU/mL 0.364
CEP-1 IgA (n=140) 1.05 ratio N/A
Prevalenca, n (%) 43 (30.7%) 30 (28.0%) 13 (39.4%) 0.280
Nivells, mitjana (+DE) 1.19 + 1.19 ratio 1.53 + 1.94 ratio 0.526
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Taula 10. Analisi de la relacié dels diferents biomarcadors amb la FVC i la DLCo.

FVC (n=32) DLCo (n=31)
Mitjana (%)| p valor Mitjana (%)| p valor

Patrs TCar 01U 827 =0.183 665 p=0.028
NIU 74.9 P 54.5 ]
Negatiu 79.9 70.1

FR IgM p=0.870 p=0.175
Positiu 78.4 58.9
Negatiu 72.0 67.5

ACPA 1gG & p=0.279 p=0.203
Positiu 80.1 58.6
Negatiu 74.9 58.5

ACPA IgM p=0.177 p=0.494
Positiu 82.7 62.3
Negatiu 73.3 56.2

ACPA IgA p=0.082 p=0.161
Positiu 83.2 64.1
Negatiu 77.2 61.7

FR IgG p=0.675 p=0.651
Positiu 79.7 59.2
Negatiu 81.9 66.0

FR IgA p=0.547 p=0.273
Positiu 77.6 58.7
Negatiu 78.5 61.1

RA33 IgM . p=0.933 p=0.495
Positiu 79.2 55.3
Negatiu 79.3 61.0

RA33 IgG - p=0.317 p=0.365
Positiu 67.3 50.7
Negatiu 79.3 61.8

RA33 IgA . p=0.478 p=0.164
Positiu 73.1 50.3
Negatiu 74.0 59.7

CEP-1IgG p=0.078 p=0.713
Positiu 84.6 62.0
Negatiu 75.6 58.1

CEP-1 IgA . p=0.067 p=0.223
Positiu 87.0 65.7
Negatiu 80.6 64.5

KL-6 I p=0.541 p=0.249
Positiu 76.8 57.6

3.4. Seguiment dels pacients

El seguiment dels pacients va ser de més de 50 mesos (54.3 mesos)
des de la seva inclusid a I'estudi. Vint-i-tres (13.1%) pacients van morir: 4
es van excloure de I'analisi per COVID-19 actiu en el moment de la mort, 12
pacients (63.2%) tenien AR i MPID i 7 només AR. Dels pacients amb AR i
MPID, 8 de 12 (66.7%) van morir per complicacions respiratories. En la cerca
dels factors de risc associats a la mortalitat, el temps d’evolucié de I’AR, la
preséncia de MPID i els nivells elevats de KL-6, es van associar a un major

risc de mortalitat (Taula 11).
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Taula 9. Analisi univariant amb la mortalitat a 4 anys (excloent COVID-19) com a
criteri de valoracid.

Criteri: Mortalitat als 4 anys per Univariant

causes no-COVID-19

n=171 (n=19 morts) p valor OR 95% CI

Edat al diagnostic, (n=170) 0.414 N/A N/A
Temps evolucidé AR, (n=170) 0.004 N/A N/A
Sexe femeni 0.080 0.367 0.136-0.987
IMC, (n=130) 0.351 N/A N/A
IMC (=25), (n=130) 1.000 1.392 0.259-7.477
IMC (230), (n=130) 0.369 2.325 0.492-10.981
Fumador actual, (n=170) 1.000 1.076 0.333-3.476
Dosi tabac acumulada, (n=103) 0.425 N/A N/A
Autoanticossos criteri
FR IgM positiu 0.521 0.703 0.215-2.302
ACPA IgG positiu 0.162 0.424 0.138-1.306
Autoanticossos no criteri
FR IgG positiu 1.000 1.097 0.393-3.068
FR IgA positiu 0.222 2.036 0.698-5.941
ACPA IgM positiu 0.305 0.484 0.153-1.531
ACPA IgA positiu 0.335 0.583 0.218-1.562
RA33 IgM positiu 0.475 0.328 0.042-2.585
RA33 IgG positiu 0.085 3.884 0.913-16.520
RA33 IgA positiu 0.293 1.867 0.560-6.217
CEP-1 IgG positiu, (n=140) 1.000 0.903 0.316-2.581
CEP-1 IgA positiu, (n=140) 0.569 1.417 0.479-4.191
KL-6 séric positiu, (n=168) 0.001 5.511 2.032-14.948
Caracteristiques cliniques
MPID 0.001 5.644 2.082-15.304
Temps evolucié MPID, (n=34) 0.730 N/A N/A
AR erosiva 0.625 1.425 0.532-3.817
Debut precog AR, (n=174) 0.535 1.851 0.404-8.489
Preséncia de noduls, (n=174) 0.208 2.219 0.772-6.376
Sindrome seca, (n=174) 0.743 0.655 0.142-3.026
Serositis, (n=174) 1.000 0.841 0.044-16.215
Activitat de la malaltia
(DAS28-VSG), (n=154) 0.115 2.671 0.821-8.692
Tractament
Metotrexat 0.048 0.360 0.134-0.967
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La pérdua de la tolerancia immunitaria envers elements del propi cos
és la caracteristica fonamental de 'aparicio de la RAI que, quan provoca dany
organic, és responsable de |'aparicié de la MA. Encara es desconeixen molts
aspectes de la patogénia de les MA i el seu diagnostic es basa en la preséencia
de manifestacions cliniques caracteristiques, i de dades biologiques que es

comporten com a biomarcadors, entre elles, els autoanticossos.

Per al diagnostic de la majoria de les MA, el paper d’aquests
autoanticossos ha estat cabdal. Per aix0, alguns d’ells estan inclosos en els
criteris de classificacié6 de les MA. Malauradament, un nombre variable de
pacients, segons la MA, no presenten aquests biomarcadors (els anomenats
pacients seronegatius). La reduccié d'aquest grup de seronegatius és un dels

principals reptes de les MA.

D’altra banda, la recerca en biomarcadors de les darreres decades
aborda, més enlla del paper diagnostic, el seu potencial respecte al pronostic,
l'activitat i la resposta al tractament, entre d’altres. En aquest sentit,
manquen biomarcadors amb la capacitat d’indicar la preséncia o I'evolucid
de les manifestacions cliniques més greus de les MA i/o d’estratificar els
pacients en funcié de la seva idoneitat per a beneficiar-se d’un tractament

determinat o de respondre-hi.

1. Lupus Eritematds Sistemic

Malgrat que el LES va ser descrit durant la segona meitat del segle XIX
per Cazenave i Kaposi (210), encara avui en dia la recerca de nous
biomarcadors que ens permetin un millor monitoratge de |'activitat del LES i
I'estratificacié pronodstica dels pacients encara és una necessitat pendent. Per
al monitoratge del LES, hi ha molts estudis que demostren la correlacié dels
titols d'autoanticossos anti-dsDNA amb el nivell d’activitat clinica (189,211).
Tot i aix0, altres estudis no ho confirmen (191,212), i troben fins a un 30%
dels pacients en remissié clinica amb titols d’autoanticossos anti-dsDNA
persistentment alts (213-215).

Existeixen diversos indexs validats per avaluar I'activitat del LES en els

pacients. Els més utilitzats son el British Isles Lupus Assessment Group Index
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(BILAG) i I'SLE Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2K), aixi com una
variant d’aquest Ultim que és I’'SLEDAI clinic (cSLEDAI). El cSLEDAI es calcula
igual que I'SLEDAI-2K, pero no inclou els resultats dels parametres de
laboratori (els autoanticossos anti-dsDNA i el consum del complement). Una
diferéncia important entre el BILAG i I'SLEDAI és que I'SLEDAI és un index
global i el BILAG dona una puntuacié especifica per a cadascun dels organs
o sistemes. A més, I'SLEDAI només dona importancia als simptomes que
inclou i només n’avalua la presencia o I'abséncia sense incloure un espectre
de la seva gravetat (216). Malgrat que I'EULAR recomana |'Us d’aquests
indexs per tal de monitorar als pacients amb LES, la seva aplicacié a la
practica clinica habitual sovint no és senzilla. Per aix0, la cerca de
biomarcadors que correlacionin amb l'activitat actual de la malaltia (en el
moment de l’'extraccid de la mostra), perd sobretot que donin informacié

sobre el risc a curt termini o el pronostic més a llarg termini, és cabdal.

La primera publicacié d’aquesta tesi té per objectiu analitzar si la
quantificaci6 de cél-lules productores d’autoanticossos anti-dsDNA,
detectades en sang periférica de pacients amb LES, pel méetode d’ELISpot,
pot proporcionar avantatges en I'avaluacio de |'activitat o del pronostic de la
malaltia. En aquest sentit, se sap que la produccié d’autoanticossos és
compartida entre els limfocits B de vida curta (presents en la circulacié
periférica) i les cél-lules plasmatiques (practicament limitades a la medul-la
ossia) (63,204,217,218), per tant, I'estudi dels limfocits B de vida curta pot

aportar informacio rellevant.

A la primera part de l'estudi, s’'ha optimitzat el métode ELISpot
préviament publicat per Hanaoka (209) i s’hi han introduit algunes
variacions. En el nostre disseny hi ha pous no sensibilitzats amb dsDNA amb
I'objectiu de millorar I'especificitat i s’han establert dos punts de tall
diferents: un per al diagnostic de pacients i l'altre per avaluar I'activitat de la
malaltia. Utilitzant el punt de tall per al diagnostic, I’'ELISpot va ser el metode
menys sensible, en comparacié amb la quantificacié d’autoanticossos anti-
dsDNA per CIA i CLIFT, métodes de rutina clinica habitual. Tanmateix,
mitjancant I'ds del punt de tall d’activitat, els resultats de I’ELISpot
mostraven més sensibilitat que la CIA i més especificitat que la CLIFT per a
la detecci6 de pacients actius. A més, I'ELISpot tenia I'index de Youden més

alt de les tres técniques.
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A la segona part de I'estudi, s’ha analitzat I'associaci6 dels resultats de
I’ELISpot, de la quantificacié d’autoanticossos anti-dsDNA mitjangant CIA i
CLIFT, utilitzant el punt de tall d'activitat, i del consum del complement, amb
la preséncia de les diferents manifestacions cliniques en el moment de la
inclusio, i també amb I'aparicié d’un brot de la malaltia durant I’'any seglent.
Els resultats confirmen |'associacié de la hipocomplementémia i la nefritis
lUpica (189,219), i descriu la de la CIA amb Iafectacié articular i
hematologica, en el moment de la inclusid. En relacié amb altres afectacions
organiques, els resultats de I'ELISpot per sobre del punt de tall d’activitat
s’associen amb la preséncia d’alteracions hematoldgiques, i la combinacié
dels resultats alts d’ELISpot i hipocomplementémia s’associen a l'afectacié

articular.

Durant el seguiment de pacients amb LES, és important disposar
d’eines amb capacitat de prediccio del risc de brot. L’estudi previ de Hanaoka
(209) va suggerir que I'ELISpot podria ser Util en aquest sentit i els nostres
resultats ho corroboren. El 47% dels pacients amb un resultat per sobre del
punt de tall d'activitat van tenir un brot durant el primer any de seguiment.
Tanmateix, el 83% dels pacients amb un resultat inferior al punt de tall
d’activitat, no van patir cap brot. Quan es tenien en compte només els brots
amb afectacid renal, els pacients amb un ELISpot alt representaven el 57%
dels pacients amb brot renal. D’altra banda, només el 29% dels pacients
sense brot renal tenien un ELISpot alt. Aquests resultats encara eren millors
en afegir-hi I'avaluacié del sistema del complement. Es a dir, en els pacients
que, a més a més dun resultat alt d’ELISpot, també tenien
hipocomplementémia, el risc de patir un brot de LES o un brot renal era més
elevat (HR: 5.2 i HR: 32.9, respectivament).

Per tant, la inclusid, a la practica clinica habitual, de I'ELISpot per a la
detecci6 de limfocits B productors d’autoanticossos anti-dsDNA, ens
proporciona un biomarcador amb capacitat de prediccié de l'aparicié d'un

brot durant I'any seglent.

Les principals limitacions d’aquest estudi son referents als criteris
d’inclusié dels pacients, ja que tots els pacients estudiats estaven sota
tractament immunosupressor i I'avaluacié de I'impacte d’aquests farmacs en

I'aparicié dels brots és dificilment definible. A més, la cohort conté un alt
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percentatge de pacients inclosos (40%) amb altres MA diagnosticades més
enlla del LES. Segons les publicacions del Registre de pacients amb lupus de
la Societat Espanyola de Reumatologia (RELESSER), el percentatge de
pacients amb un diagnostic addicional al de LES, no és infrequent (prop del
20%) (220). Tot i aix0, la inclusié dels pacients a I'estudi és un reflex de la
complexitat clinica en I'activitat diaria del nostre hospital. D'altra banda, s’ha
utilitzat el cSLEDAI-2K com a mesura de |'activitat de la malaltia assumint
les limitacions comentades préviament. No menys important és el fet que
I'ELISpot és una técnica manual, laboriosa, que necessita personal
experimentat i, per tant, és complicat poder-la realitzar a gran escala. Aixi
doncs, I'ELISpot no pot substituir la determinacié dels autoanticossos anti-
dsDNA, pero si que, en alguns pacients, pot aportar informacié rellevant
sobre el seu pronostic i el risc de patir un brot de la malaltia en els seglents

12 mesos.

2. Esclerosi Sistémica

A I'ES com a d’altres MA, el diagnostic precog és important per als
pacients. En aquesta linia, els darrers anys s’han identificat nous
autoanticossos que, tot i que molts encara no estan disponibles
comercialment, poden ser d’ajut en la reduccié del grup de pacients
seronegatius, en millorar I'estratificacié dels pacients segons el seu pronostic
i en identificar el risc de patir manifestacions cliniques greus. Alguns dels
autoanticossos més rellevants d’aquests darrers sén els anti-eIF2B, els anti-
RuvBL1/2, els anti-proteina homologa bicaudal D2 (BICD2) (152,221) o la
valosin-containing protein, o p97, que s’ha descrit associada a calcinosis i
cancer en pacients amb ES (222). Paral-lelament al descobriment de nous
autoanticossos, hi ha hagut avengos molt importants en I'ambit de les
molécules solubles que, quan se n’altera la regulacié poden activar vies de
senyalitzacié o tenen funcié patogénica. Alguns exemples sén les citocines
(IL-1, IL-4, IL-6, TGF-B...), les quimiocines (CCL2, CXCL4, CCL18..), les
molécules d’adhesié (ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, P-selectina...), les
metal-loproteases (MMP-7, MMP-9, MMP-12..) i d’altres proteines
(endotelina, SP-D, col-lagen tipus Ii III...) (152,157,221,223-226).
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En I'ambit pronodstic, sén importants els estudis amb cohorts extenses
que permetin l'analisi multivariant amb la correccié estadistica, entre
d’altres, per als diferents fenotips cutanis. Aquests fenotips cutanis
s’associen a la preséncia d’autoanticossos especifics i a la preséncia de
determinades manifestacions cliniques, pero els diferents autoanticossos no
reprodueixen exactament el patro d’associacio a les mateixes manifestacions

cliniques que marquen els fenotips cutanis (78,83).

A la practica clinica, I'estudi dels autoanticossos especifics de la
majoria de MA, i en concret de I'ES, es limita a I'avaluacié de l'isotip IgG. La
indicacio clinica de l'estudi d’altres isotips diferents (IgA i IgM) esta
restringida a un nombre reduit de MA, com la celiaquia o la sindrome
antifosfolipidica. Tot i aix0, alguns estudis en el camp de I'ES han explorat el
possible paper dels isotips IgM i IgA en la malaltia. En un estudi amb pacients
diagnosticats d’ES seropositius (ACA o ATA) es va estudiar la gravetat de la
microangiopatia per capil-laroscopia (227) i la preséncia de més d’un isotip
d’ACA s’associava a una major gravetat. D’altra banda, en un altre estudi
amb pacients ATA IgG positius (228), la presencia addicional d’ATA IgM,
s’associava a la progressio de la malaltia durant I’'any segient. Finalment, un
estudi amb pacients ACA IgG positius, perd amb un diagnostic de very early
SSc (ACA IgG i fenomen de Raynaud sense complir els criteris classificatoris
d’ES) (229) va demostrar que els nivells basals alts d'IgG podien ser un

biomarcador associat a la progressio a ES definitiva.

Per aquest motiu, el nostre estudi analitza la prevalenga dels isotips
IgG i IgA dels autoanticossos inclosos en els criteris classificatoris de I'ES i
dels autoanticossos anti-Ro52 en una cohort de pacients amb diagnostic
d’ES. També s’han estudiat les associacions dels autoanticossos amb les
diferents manifestacions cliniques. La conclusid principal és que la majoria
dels pacients inclosos son dobles positius (IgG i IgA) per a un mateix

autoanticos dels 3 inclosos en els criteris de classificacio.

Només un pacient va ser IgG positiu per ATA i RP3 i el nombre de
pacients positius Unicament per l'isotip IgA (ACA, ATA o RP3) va ser molt
reduit (n=2), motiu pel qual I'estratégia de deteccié dels autoanticossos
d’isotip IgA no va disminuir el nombre de pacients seronegatius a la nostra

cohort.
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Pel que fa a les associacions cliniques es va observar que els ACA IgG
i IgA s’associaven al fenotip cutani limitat mentre que els ACA IgG aillat
s’associaven al fenotip sine scleroderma. A més, la preséncia dels dos isotips
(ACA IgG i IgA) va ser més prevalent en pacients amb telangiéctasis i I’ACA
IgA aillat, en pacients amb artritis. Els ATA van ser majoritariament positius
pels dos isotips i es van associar al fenotip cutani difus i a la preséncia de
MPID. Els pacients RP3 positius van ser només 5, tots 5 eren dobles positius

i no se’n van poder extreure conclusions.

La prevalenga dels anti-Ro52 va ser del 20% i es van distribuir per
igual en els 4 grups de pacients (ACA, ATA, RP3 i criteri-negatius). A
diferéencia d’altres cohorts (185,230), la prevalenca d’anti-Ro52 va ser menor
a la d’ACA i ATA. En relaci6 amb els diferents isotips estudiats, només un
42% dels pacients eren dobles positius (IgG i IgA), un 37% era IgG aillat i
un 21% IgA aillat. En la majoria dels pacients amb doble positivitat IgG i IgA
per als autoanticossos anti-Ro52, els titols van ser alts (més de 5 vegades el
punt de tall) per a l'isotip IgG mentre que eren baixos (menys de 5 vegades

el punt de tall) per a l'isotip IgA.

Pel que fa a les associacions cliniques, la preséncia d’anti-Ro52 IgG i
IgA es va associar a la preséncia del fenotip cutani sine scleroderma. A més,
la presencia d'aquesta associacié dels pacients amb anti-Ro52 IgG i IgA amb
I'ES sine scleroderma era independent de la dels autoanticossos ACA IgG
aillat. Altres estudis havien descrit una associacié d’anti-Ro52 monoespecific
amb la preséncia de MPID (185), pero en el nostre estudi, la prevalenca de
MPID va ser similar en el grup anti-Ro52 monoespecific i en el grup anti-
Ro52 negatiu.

La principal limitacié d’aquest estudi va ser el nombre de pacients. El
fet d’incloure només 97 pacients va limitar la mida dels subgrups (ACA, ATA,
RP3, ES cutania limitada, ES cutania difusa i ES sine scleroderma). A més,
Unicament es van testar els autoanticossos inclosos en els criteris
classificatoris i els anti-Ro52, per la seva alta prevalenca i la seva potencial
relaci6 amb la MPID. D’altra banda, no es van comparar diferents técniques
gue podrien tenir sensibilitats i/o especificitats diferents. Tot i aix0, la majoria
dels resultats concordaven amb els d'immunofluorescéncia indirecta, i les

possibles discrepancies eren resultats que es trobaven propers al punt de
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tall. A banda, en la cohort estudiada, la prevalenca dels autoanticossos ACA
i ATA era superior i inferior, respectivament, de les descrites en el registre
EUSTAR (83). La prevalenca dels anti-RP3 pero, era similar. Aquestes
diferéncies poden ser degudes a raons geografiques ja descrites a escala
europea pel que fa al gradient nord-sud (231,232). Finalment, l'alta
prevalenca de pacients IgG i IgA dobles positius va limitar els resultats en

les associacions cliniques en funcié de la preséncia d’un isotip o un altre.

Aixi doncs, tot i que aquests resultats s’han de confirmar en altres
estudis, suggereixen un paper dels autoanticossos anti-Ro52 independent
dels ACA en I'ES sine scleroderma que podria atribuir-se a la preséencia d’anti-
Ro52 d’isotip IgA o a I'abséncia d’ACA d’isotip IgA.

3. Artritis Reumatoide

A I’AR, el diagnostic precog de la malaltia és actualment un repte que
pot permetre un tractament rapid que millori el pronostic i la qualitat de vida
dels pacients limitant el dany articular acumulat. A banda, les afectacions
extraarticulars de la malaltia suposen una de les causes més importants de

morbimortalitat i una de les principals n’és la MPID (101,102,159).

Per al diagnostic precog, fa anys que molts estudis s’han centrat a
identificar altres autoanticossos especifics de I’AR per tal de reduir el nombre
de pacients seronegatius (97,98,175,233-237). Pel que fa a la MPID,
diversos estudis han descrit associacions entre diferents biomarcadors i la
preséncia de MPID (238-243).

El nostre treball descriu la prevalenga dels diferents isotips (IgM, IgG
i IgA) dels autoanticossos ACPA, FR, anti-RA33 i els isotips IgG i IgA dels
anti-CEP-1 en una cohort de 175 pacients amb AR que compleixen els criteris
classificatoris ACR/EULAR de 2010. A més, també s’han quantificat els nivells

serics de la molécula KL-6.

Pel que fa als punts de tall, hi ha un estudi publicat que utilitzava la
mateixa metodologia i establia els punts de tall en funcié d’una especificitat
del 95% i del 98% en comparacié amb un grup de 261 controls de malaltia i

100 controls sans, respectivament (98). Els punts de tall del nostre estudi,
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calculats amb un grup control de 50 controls sans i una especificitat del 96%,
son similars. Com que el punt de tall per I'’ACPA IgG esta proper al limit de
deteccié de la técnica, s’ha decidit utilitzar els punts de tall ja publicats (98).
La prevalenca de MPID associada a AR a la nostra cohort és similar a la

descrita a l'area mediterrania.

Encara que la prevalenga de tots els autoanticossos (ACPA IgM i IgA,
FR IgG i IgA, CEP-1 IgG i IgA), excepte els inclosos en els criteris (ACPA IgG
i FR IgM) i els tres isotips dels anti-RA33, van ser més elevades en el grup
d’AR amb MPID que en el grup d’AR sense MPID, les diferéncies només van
ser significatives per al FR IgG. A més, la proporcié de positius per KL-6
també va ser estadisticament més elevada en el grup de MPID.
Addicionalment, els nivells de FR IgG i els de KL-6 van ser els Unics
biomarcadors amb les mitjanes dels valors més altes en el grup d’AR amb
MPID. L’associacio entre la preséncia d’ACPA IgG i MPID ha estat descrita en
uns quants estudis (238,244,245), pero no en d’altres (151,246,247). La
preséncia del FR IgM també s’ha associat a la preséncia de MPID (248), pero
el nostre estudi no va confirmar ni aquesta associacié ni la de I’ACPA 1gG
amb la MPID, segurament per l'alta proporcié de pacients seropositius

inclosos (>90% dels pacients van ser ACPA IgG i/o FR IgM positius).

Els autoanticossos anti-RA33 s’han estudiat en el context del
diagnostic de I’AR (249), perd no hi ha dades disponibles respecte a la seva
relaci6 amb la MPID. El nostre estudi no ha trobat cap relaci6 amb la
positivitat ni titol dels diferents isotips d’anti-RA33 i la preséncia de MPID en
I’AR. Finalment, el nostre estudi confirma l’associacié de valors positius de
KL-6 amb la preséncia de MPID que ja s’havia descrit en altres estudis
(158,161-164).

Per a la preséncia de MPID en pacients amb AR, les variables
associades van ser la preséncia de KL-6, la positivitat del FR IgG, I'edat al
diagnostic d’AR, la durada de I’AR, l'index de massa corporal i l'index
d’activitat de la malaltia (DAS28-VSG), a banda d’una tendéncia cap al sexe
masculi. L'associacié amb una edat més avancada, una duracido més llarga
de la malaltia i el sexe masculi, ja s’havien descrit anteriorment (250-252).
L'associacié amb un diagnostic de I’AR en edats més joves sembla degut a la

correlacié inversa entre I'edat al diagnostic i la durada de I’AR en els nostres
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pacients. La preséncia de MPID estava associada també a un index de massa
corporal >25 kg/m?2. Aquesta associacio ha estat descrita en diversos estudis,
perd en uns, se li confereix un efecte protector i en d’altres, s’associa a una
major prevalenca de MPID (251-256). Finalment, la MPID era més prevalent
en pacients amb activitat de la malaltia (DAS28-VSG=>2.6) tal com també
s’havia descrit préviament (257). D’altra banda, I'associacié de la MPID amb
I’habit tabaquic o la dosi acumulada, no es va confirmar en la nostra cohort,
tot i que la dosi acumulada de tabac tendia a ser més alta en els pacients
amb AR i MPID.

La presencia del patré radioldogic de NIU esta associada a un pitjor
pronostic de la malaltia. Si comparavem pacients amb AR i MPID, o bé AR i
MPID amb patré NIU, amb pacients d’AR sense MPID, la prevalenca del FR
IgG i el KL-6 eren diferents entre grups. En canvi, quan es comparaven
pacients d’AR i MPID amb patré NIU amb pacients d’AR i MPID amb patré no-
NIU, el FR IgG i els ACPA IgG eren els Unics biomarcadors amb la capacitat
de distingir els dos grups. Per tant, en el nostre estudi, la preséncia de FR
IgG es va associar especificament a la preséncia de MPID amb aquest patré
NIU.

Durant el seguiment a 4 anys, 23 pacients van morir i 4 d’aquests van
ser exclosos de |'estudi per concomitancia amb infeccié per SARS-CoV-2. La
taxa de mortalitat que representen els 19 dels 175 (11.1%) pacients és
similar a la que es descriu en una metaanalisi que inclou més de 50000
pacients amb AR entre els anys 1960 i 2010 (258). Els factors de risc que
s’hi van associar van ser la durada de I'AR, el KL-6 seric (HR: 5.5) i la
preséncia de MPID (OR: 5.6), en consonancia amb altres estudis (259,260).

Una primera limitacié de l'estudi era el baix nombre de pacients
negatius per als autoanticossos inclosos en els criteris, el FR IgM i els ACPA
IgG. Només representaven el 8% dels pacients, molt inferior al 30% que s’ha
descrit (115). Una altra de les limitacions importants va ser el baix hombre
d’homes inclosos. Tot i que I’AR és més prevalent en dones, els homes estan
més afectats per la MPID. A més, durant el seguiment dels pacients (4 anys)
nomeés un pacient del grup d’AR sense MPID la va desenvolupar, i aixo no va
permetre analitzar els factors de risc associats a la nova aparicié d’aquesta

afectacié extraarticular. A banda, una altra limitaci6 és que l'estudi és
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transversal, els pacients no es van incloure ni en el moment del diagnostic
de I'AR, ni en el moment del diagnostic de la MPID, sind6 de manera
consecutiva independentment dels diagnostics. Finalment, el periode de
seguiment inclou la pandémia de la COVID-19, i per aix0 es van excloure els
pacients que van morir en el context o la sospita d’una infeccid per SARS-
CoV-2. Tot i que la taxa de mortalitat era semblant a la descrita préviament
en aquest tipus de pacients, el nombre absolut de pacients que van morir va
ser baix. També cal remarcar que, tot i que la prevalenca de MPID associada
a AR en la regié mediterrania és més elevada que en altres regions descrites,
el grup d’AR i MPID només representava 37 pacients, fet que limita els

resultats de les analisis dins d’aquest grup.

4. Projectes de futur

Per tal de confirmar i assentar els resultats d’aquests treballs, és
imprescindible la inclusié de nous pacients. A més, la inclusié de pacients que
s’ha dut a terme és consequiéncia de la realitat assistencial, tant clinica com
del laboratori, del nostre hospital. En els treballs d’aquesta tesi, els pacients
no han estat inclosos en el moment del diagnostic sind durant el seguiment
o0 amb mostres retrospectives, per tant, en el futur, caldria plantejar estudis
prospectius. A més, és complicat saber quina influéncia té el régim terapéutic
dels pacients sobre els biomarcadors estudiats, per aix0, incloure pacients
amb un diagnostic recent i amb poca carrega farmacologica seria de gran
interés. Finalment, creiem que la modificacié dels punts de talls de les proves
disponibles al laboratori, amb I’‘objectiu d’identificar grups de pacients amb
més activitat o pitjor pronostic, constitueix una eina de senzilla i de rapida
aplicacio al cataleg de proves disponibles que encara no ha estat estudiada
a fons. En darrer lloc, amb el desenvolupament de I'era de les omiques, és
imprescindible I'analisi de diferents parametres simultaniament, ja que és
probable que el risc es trobi augmentat amb la coexisténcia de més d’un

biomarcador.

En el cas del LES, la inclusié d’'un grup de pacients poc després del
debut de la malaltia, un grup de pacients amb afectacié renal en remissio i

un grup de pacients sense afectacié renal, permetria avaluar quin d'aquests
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grups pot beneficiar-se més dels resultats de I'ELISpot. A banda i donat que
els resultats de I'ELISpot ja s’han associat a |'aparicié de brots al cap d'un
any, s'hauria de valorar la incorporacié de I'ELISpot a la practica clinica
habitual del laboratori. Caldria pero, estratificar quins pacients son els millors
candidats per a l'analisi d’aquest biomarcador, ja que és una prova que, de
moment, no pot fer-se a gran escala. A més, seria de gran interés, coneixer
I’evolucié de la poblacié de cél-lules B especifiques d’antigen al llarg de
I’evolucié de la malaltia. D’altra banda, alguns estudis recents han descrit
I’'analisi de cél-lules B especifiques mitjancant técniques de citometria de flux
(207,261-263), per aix0 seria interessant comparar-ne els resultats amb els
de I'ELISpot, ja que la seva escalabilitat és molt més senzilla. Encara que
amb aquest métode també es detectarien limfocits B especifics d’antigen,
perd amb funcid reguladora o sense capacitat funcional de produir

anticossos.

Pel que fa als estudis en ES, |'estudi del potencial paper de l'isotip IgA
en cohorts prospectives més grans i amb mostres de sérum recollides de
forma seriada podria descriure l'aparicié sequencial o simultania dels
diferents isotips d’‘autoanticossos. Si, a més, aquests estudis inclouen
pacients des de les primeres manifestacions de la malaltia (fenomen de
Raynaud), se’n podra descriure el paper diagnostic i la seva possible
associacio al desenvolupament de diferents fenotips clinics d’ES (tant cutanis

com organics).

En relaci6 amb I’AR, cal incloure grups de pacients amb diagnostic
d’AR, per0 seronegatius per a un o als dos autoanticossos inclosos en els
criteris. Aix0 permetra coneixer la capacitat diagnostica d’aquests nous
biomarcadors en abséncia dels classics. La inclusié de pacients amb un
diagnostic d’AR de diagnostic recent i amb poca afectacié articular, aixi com
un seguiment més llarg, permetra coneixer el valor pronostic dels
biomarcadors per a l'evolucié de I’AR o l'aparici6 de manifestacions
extraarticulars com la MPID. En aquest sentit, la inclusié de determinacions
seriades pot afinar encara més la relacié entre la deteccié del biomarcador i
I'aparicié d’una determinada manifestacié clinica. A més |’'estudi de noves
proteines, associades al dany alveolar o a l'afectacié pulmonar (SP-D, entre

d’altres...) (157), o d’altres autoanticossos dirigits contra proteines
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modificades o els enzims encarregats de la seva modificacié (anti-CarP, anti-
PAD, entre d’altres) (234,235,264,265) pot ser d’interes.

En general, afegit a I'estudi dels limfocits B o dels autoanticossos que
produeixen, no hem d’‘oblidar el paper de la resposta T associada. Per
exemple en I'ELISpot, cal ser conscients que la col-laboraci6 entre la resposta
T i la resposta B és gairebé imprescindible per a la produccid
d’autoanticossos. Tot i aix0, la funcid dels limfocits T en la patogenia del LES
i I'impacte en el curs clinic encara és forca desconeguda. Els possibles estudis
enfocats a la cerca dels antigens diana que reconeixen els limfocits T, tant
els CD4 com els CD8, poden augmentar el coneixement de la patogenia de
les MA, proposar noves dianes terapéutiques i, fins i tot, estratégies per

revertir la pérdua de tolerancia especifica envers aquells antigens.

Finalment, el calcul de les raons de versemblanca per a diferents
afectacions i biomarcadors han de validar-se en cohorts semblants a les
poblacions que s’atenen, i son imprescindibles per tal de millorar la
interpretacié dels resultats del laboratori d’immunologia (266,267). En
aquest sentit, ja trobem algunes iniciatives en grups europeus per a la
interpretaci6 de resultats d’ACPA en AR (99,268,269) i d’anti-
mieloperoxidasa i anti-proteinasa 3 en vasculitis ANCA positives (270-272).
Aquests abordatges pero, s’han de realitzar de forma local per tal de reflectir
el métode de laboratori i la poblacié que s’atén a cada centre. Una altra opcid
seria incloure als pacients en bases de dades publiques, amb l'objectiu de
configurar les cohorts en funci6 de determinades caracteristiques
demografiques i calcular les raons de versemblanca especifiques dels

metodes emprats.
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Conclusions

Les conclusions derivades dels diferents estudis publicats

i inclosos en aquesta tesi doctoral sén:

Estudi 1: Quantificacio dels limfocits B productors
d'autoanticossos anti-dsDNA en pacients amb Lupus
Eritematos Sistemic (LES)

1. La quantificacié de les cél-lules productores d’autoanticossos anti-
dsDNA en sang periférica, mitjangant el metode d’ELISpot, pot
proporcionar informacio (til, diferent i complementaria a la qual
s’obté amb la quantificacid habitual dels autoanticossos anti-

dsDNA en el sérum dels pacients amb LES.

2. En la nostra cohort de pacients amb LES, els resultats que
s’obtenen amb aquest métode ELISpot, en establir un punt de tall
d’activitat, permeten la identificaci6 de pacients amb activitat

clinica amb la millor combinacié de sensibilitat i especificitat.

3. Els resultats de I'ELISpot per sobre del punt de tall d’activitat son
un factor de risc en la prediccié6 de l'aparicié d’'un brot de la
malaltia, en el curs de l'any seglent. Aquesta capacitat de
prediccié millora quan es combinen els resultats de I'ELISpot amb

I'avaluacié del sistema del complement.
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Estudi

2: Augment del nombre de biomarcadors

disponibles per al diagnostic i I'estratificaciéo dels

pacients amb Esclerosi Sistémica (ES)

4,

En la nostra cohort de pacients amb ES, un 72.6% dels pacients
que presenten positivitat d’isotip IgG per algun dels tres
autoanticossos inclosos en els criteris de classificacié, també
presenten simultaniament positivitat d’isotip IgA per a la mateixa

especificitat d’autoanticos.

A la cohort, un 19.6% dels pacients presenten autoanticossos anti-
Ro52, perd només un 36.8% d’aquests son dobles positius per
I'isotip IgG i I'IgA.

En aquest estudi, el fenotip d'ES sine scleroderma s’associa, per
una banda, a la presencia d’ACA IgG aillat (negatiu per IgA) i,
d’altra banda, i de forma independent, a la preséncia d’anti-Ro52
IgG i IgA.

Algunes manifestacions cliniques de I'ES, com la MPID, les
telangiectasis, les Ulceres digitals i I'artritis, tendeixen a tenir una
prevalenca més alta segons el perfil d’autoanticossos, perd no

assoleixen la significacio estadistica a la nostra cohort.
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Conclusions

3: Augment del nombre de biomarcadors

disponibles per al diagnostici I'avaluacio pronostica dels

pacients amb Artritis Reumatoide

8.

10.

11.

12.

A la cohort d’estudi, la prevalencga del FR IgG, FR IgA, ACPA IgM i
ACPA IgA, CEP-1 IgG, CEP-1 IgA i KL-6, és més alta en el grup
d’AR i MPID, perd aquestes diferéncies només son significatives
per al FR IgG i el KL-6. A més, els titols de FR IgG i KL-6 sén més
elevats en el grup d’AR amb MPID.

Per altra banda, la positivitat del FR IgM, ACPA IgG, RA33 IgM,
RA33 IgG i RA33 IgA és més alta el grup d’AR sense MPID, pero

no arriba a la significacid estadistica.

La positivitat del FR IgG, la positivitat del KL-6, I'activitat clinica
de I'AR, un IMC per sobre de 25 i el temps d’evoluciéo de I'’AR
mostren una associacié positiva amb la preséncia de MPID, mentre
que l'edat al moment del diagnostic d’AR mostra una associacio

negativa.

El patré NIU de la MPID esta associat a la preséncia de FR IgG i
ACPA 1gG, en pacients amb AR. Encara que els ACPA IgG no tenen
la capacitat de diferenciar el grup d’AR amb MPID del grup d’AR
sense MPID.

Els factors de risc associats a la mortalitat a quatre anys son la
preséncia de MPID, la positivitat del KL-6 i el temps d’evolucid de
I’AR.
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Abstract: Anti-dsDNA autcantibodies quantification and complement levels are widely used to
manitor disease activity in systemic lupus erythematosus (SLE). | lowever, better biomarkers are still
needed. We hypothesised whether the dsDNA antibody-secreting B-cells could be a complementary
biomarker in disease activity and prognosis of SLE patients. Fifty-two SLE patients were enrolled and
followed for up to 12 months. Additionally, 39 controls were included. An activity cut-off (comparing
active and non-active patients according to clinical SLEDAI-2K) was established for SLE-ELISpot,
chemiluminescence and Crithidia icitise indirect immunofluorcscence tests (211.24, 3741 and >1,
respectively). Assays performances together with complement status were compared regarding major
organ involvement at the inclusion and flare-up risk prediction after follow-up. SLE-ELISpot showed
the best performance in identifying active patients. High SLE-ELISpot results were associated with
haematological involvement and, after follow-up, with ant increased hazard ratio for discase flare-up
(3.4) and especially renal flare {6.5). Additionally, the combination of hypocomplementemia and
high SLE-ELISpot results increased those risks up to 5.2 and 32.9, respectively. SLE-ELISpot offers
complementary information to anti-dsDNA autoantibodics te evaluate the risk of a flare-up in the
following year. In some cases, adding SLE-ELISpot to the current follow-up protocol for SLE patients
can improve clinicians’ personalised care decisions.

Keywords: systemic lupus erythematosus; SLE biomarkers; SLE nephritis; SLE disease activity;
antibody secreting cells ELISpot; anti-dsDNA autoantibodies

L. Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE} is a chronic autoimmune disease characterised
by recurrent flarcs affecting several organs. Dysregulation of innate and adaptive immunc
responses leads to increased production of inflammatory cytokines, autoantibodies as
well as immune complex deposition, which finally may cause severe organ damage [1].
The diagnosis of SLE, based on several clinical and laboratory parameters, is difficult
due to the high heterogeneity of SLE manifestations among patients [2]. It was expected
that autoantibodics detectable in SLE patients might be responsible for the wide range
of disease manifestations and could be used to predict disease subsets and prognosis [3].
IHowever, only lgG anti-double-stranded DNA (anti-dsDNA) together with 1gG anti-Sm
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autoantibodies are included in SLE classification criteria since 1982 as highly specific autoan-
tibodies [2,4-6]. Furthermore, complement levels and anti-dsDNA autoantibodies titres,
both included in the SLE disease activity index (SLEDAI-2K) score [7], have been associated
with clinical activity in SLE patients [8]. Nevertheless, anti-dsDNA autoantibodics titres
are not enough to reflect the clinical activity of the disease in all patients [5]. Additionally,
dsDNA autoantibodies can be directed to a wide range of different DNA-like structures
with different specificities and avidities [9]. This fact could limit the autoantibody detection
capacity of some assays which are using a specific dsDNA source,

The anti-dsDINA autoantibodies are produced by long-lived plasma cells in the bone
marrow but, as demonstrated in lupus-prone mice and also in humans, short-lived antibody-
secreting cells (ASC) also generate anti-dsDNA autoantibodies [10,11]. Thereafter, both
short-lived ASCs and long-lived plasma cells participate in the production of anti-dsDINA
auteantibodies in SLE [10,12,13]. The cytokine imbalance in SLE patients could affect
both short-lived and long-lived ASC differentiation and survival [14-16]. Furthermore,
it is known that short-lived ASCs are sensitive to most immunosuppressive treatments,
including those directed to CD20 such as rituximab, but long-lived plasma cells are not.
The latter are directly responsible for the persistent antibody levels in treated patients
contributing to chronicity and disease relapses [12,17,18].

Better activity and organ involvement biomarkers are still needed to predict SLE flares
or to evaluate B-cell targeting treatments [8]. Published data suggests that quantification
of anti-dsDNA peripheral blood ASCs may be a promising biomarker for disease activity,
major organ involvement and flare risk in SLE patients [19].

The B-cell ELISpot was first described in 1983 [20]. Since then, several studies have
shown that the ELISpot assay can be used to detect B cell antigen-specific responses
to different autoantigens like platelet membrane glycoprotein 1lb-1lla (gpllb-Illa) [21],
dsDNA [17,22], glutamic acid decarboxylase [23] and insulinoma antigen 2 [23]. Kuwana
et al. described a good correlation between the ELISpot quantification of ASC against anti-
gplIb-Illa from the spleen and peripheral blood, supporting the use of peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) for the B-cell ELISpot assay [21]. Although the ELISpot T-cell
assay based on the detection of IFN-¥ production upon antigen recognition of Mycobacteriin
tuberculosis-specific antigens [24] and SARS-CoV-2 antigens [25] is widely used, the use of
antigen specific B-cell ELISpot currently remains limited to research and is still a manual,
tricky and time-consuming assay.

The aim of the present study is to assess whether the anti-dsDNA ASC ELISpot (SLE-
ELISpot) assay could provide better characterization of SLE patients in relation to disease
activity or occurrence of flare ups compared with the usual commercially available anti-
dsDNA autoantibodies assays used in autoimmunity laboratories for SLE management.

2. Patients and Methods
2.1. Patients Selection and Data Collection

We recruited a cohort of 91 individuals from our centre (Hospital Clinic de Barcelona)
between January 2018 and February 2019 including 52 consecutive SLE patients, 21 patients
diagnosed with other AID but without SLE (disease controls) and 18 healthy controls. The
inclusion criteria were to fulfil the 2019 European League Against Rheumatism/American
College of Rheumatology Classification Criteria for SLE [2] and patients being or who
had been under B-cell treatment in the previous year were not included. Of the 52 SLE
patients, 21 (40.4%) of them had an additional autoimmune disease {AID} being those
Sjogren syndrome (n = 7), Sjogren syndrome and anti-phospholipid syndrome (n = 4),
anti-phospholipid syndrome (n = 4), dermatomyositis (n = 2), Sjégren syndrome and
dermatomyositis (n = 1), theumatoid arthritis (n = 1), hypocomplementemic urticarial
vasculitis (n = 1), and systemic sclerosis with dermatomyositis (n = 1). As controls, besides
the 18 healthy individuals, we included 21 disease controls patients diagnosed with other
AID but without SLE, such as rheumatoid arthritis (n = 9), Sjogren syndrome (n = 3),
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systemic vasculitis (n = 3), systemic sclerosis (n = 3), sarcoidosis (n = 1}, anti-phospholipid
syndrome (n = 1) and Crohn’s disease (= 1).

Clinical features, demographic characteristics and laboratory parameters were col-
lected from all patients. All SLE patients were followed by the same physicians (RC, GE,
GMLL, SPG) at regular outpatient visits during the study period. Appeintments occurred
at least every 6 to 12 months or more frequently, depending on the clinical severity of
each patient’s disease. At each appointment, symptoms and signs of SLE activity were
checked together with laboratory abnormalities including blood cell count, renal and hep-
atic functions, urine profile with proteinuria and protein/creatinine ratio, levels of C3, C4
and CH50 and anti-dsDNA autoantibodies (these laboratory results are not analysed in
this study). Specifically, those patients with active lupus nephritis were followed at the
multidiseiplinary unit by GE, MX and LQ. [n this case, visits occurred every month during
the first 3 to 6 months.

Active SLE discasc was established by a clinical SLEDAI-2K > 4 at the moment of
inclusion [7]. SLE flare was defined, based on an international consensus [26], as a measur-
able increase in disease activity (clinical SLEDAI-2K > 4 at the flare moment) involving new
or worsening clinical signs and symptoms and/or laboratory measurements evaluated
by the attending physician, leading to the consideration to change or increase treatment.
Clinical SLEDAT-2K is an adaptation of SLEDAT-2K excluding the points coming from
anti-dsDNA and complement status. Renal involvement was confirmed by biopsy-proven
lupus nephritis according to the 2003 International Society of Nephrology /Renal Pathology
Society (ISN/RPS) classification [27,28]. In addition, renal activity and chronic damage
were determined using the National Institute of Health (NIH) activity and chronicity
indexes, respectively [29].

2.2. Blood Samnples

For the SLE-ELISpot, heparinised blood samples of SLE patients and controls were
obtained at the time of inclusion. Within 6 h after blood extraction, PBMCs were isolated
by Ficoll density gradient (Ficoll-Lymphoprep). Subsequently, PEMCs were frozen in
200 pL media and 200 pL. DMSO solution (media: RPMI with 10% FBS and 10% Peni-
cillin/Streptavidin; DMSO solution: PBS with 20% DMSO) and stored at —80 °C, until
SLE-ELISpot was performed.

For anti-dsDNA autoantibodies determination, serum samples were obtained and
stored in 1.5 mL Eppendorf tubes at —20 °C. Complement tests were performed with fresh
sera obtained simultaneously with blood samples.

2.3, Auti-dsDNA Autoantibodies Detection and Complement Tests

1gG anti-dsDNA autoantibodies were quantified in serum samples by the commercial
chemiluminescence immunoassay (CIA) (QUANTA Flash®; Inova Diagnostics, San Diego,
CA, USA) in the BIO-FLASH® instrument (Biokit, Barcclona, Spain). The manufacturer’s
recommended cut-off was used (20 [U/mL). Moreover, IgG anti-dsDNA autoantibodies
were analysed by Crithidia fucilige indirect immunofluorescence test (CLIFT) (Inova Diag-
nostics, San Diego, CA, USA), with sera diluted 1:10. Results were reported as negative
or positive (positive results were arbitrary ranged from 1 to 8 according to fluorescence
intensity at fluorescence microscopy in comparison with a positive control (1:160) by trained
personnel). The reference value is negative.

Complement (€3, C4) serum levels and activity (CH50) were measured by turbidi-
metric immunoassay (Atellica CH C3 and Atellica CH C4; Siemens, New York, NY, USA
and Autokit CH50; Fujifilm Wako Chemicals, Neuss, Germany;, all are tested in Atellica CH
Solution, Siemens, New York, NY, USA). Reference values were: 0.870-1.700 g/L for C3,
0.110-0.540 g/L for C4 and 28-60 U/ mL for CH30. Hypocomplementemia was considered

when either CH50 activity or C3 or C4 levels were lower than reference values.
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2.4. SLE-ELISpot Assay Conditions Standardization

From Hanaoka’s stated conditions, some other conditions were tested, and we selected
the best ones (Supplementary Table 51). As a major change, the dsDNA was not treated
with nuclease because no significant differences were observed with and without treatment.
Additionally, the dsDNA coating strategy was changed from albumin coating to DNA
Coating Solution® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Afterwards, all samples
collected at the time of inclusion were tested with the same conditions.

2,5. SLE-ELISpot Assay

Following the ELISpot design from Hanaoka [19] and the previous conditions tested,
the PVDF plate (Millipore, Bedford, MA, USA) was sensitised with 100 uL calf thymus
DNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) diluted with DNA Coating Solution
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (100 pg/mL) following the distribution
of the wells shown in Figure 1. After overnight incubation at 4 C, the plate was washed
with washing solution (PBS with 0.5 mM CaCl; and 0.05% Tween 20) and blocked with
the blocking solution (PBS with 5% FBS and 3% BSA) for 1 h 30 min. Patients” PBMCs
were thawed with RPMI media at 37 *C and viability was checked in a Neubauer chamber
with Trypan Blue solution. Patients’ PBMCs (50 pL/well at 10 x 10° PBMCs/mL), as
well as undiluted sera samples (from patients and controls), were incubated for 4 h at
37 °C. Afterwards, plates were washed with washing solution and incubated with alkaline
phosphatase-conjugated goat anti-human lgG antibody (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA} (80 pL/well, diluted 1:1000 in PBS-Ca) for 2 h. Following incubation with Nitro
Blue Tetrazolium solution (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (100 pl /well)
for 7-10 min, anti-dsDNA IgGG immune-complexes identified by the anti-human IgG
were visualised as spots. After stopping the reaction using tap water, the plate was
dried in a dry oven for at least 1 h at 37 °C and stored thereafter at 4 “C. Spots were
counted by an automatic EliSpot Reader (AID EliSpot ELRIFLO04) using the EliSpot Reader
version 7.0 (AID GmbH, Penzberg, Germany) software.

PBMCs Serum _\\\
A

OO0

YOO OL

NG
@101

010,800\

YO

O dsDNA-sensitized wells @ ClA+/CLIFT+sera

© CIA+/ CLIFT-sera
CIA-/ CLIFT+ sera

O non-dsDNA-sensitized wells Neg (culture media)

Figure 1. SLE-ELISpot plate design. 51.E-EL1Spot assay was performed with PBMCs (columns 1 to 8).
Sera samples (columns 9 to 12) were included as a control for the technical procedure (being columns
9 and 11 for patients sera and columns 8 and 10 for selected controls with a known result for CIA and
CLIFT). Wells in light grey are dsDNA-sensitised. Dark grey wells are non-dsDN A-sensitised, Fach
row was used for one patent.
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In order to assure proper dsDNA plate sensitisation and correct specificity, we in-
troduced the following madifications: (1) we tested PBMCs and sera controls in non-
dsDNA-sensitised wells in addition to dsDNA-sensitised wells and (2} we included one
negative control (culture media) and three positive: one positive sertm for anti-dsDNA
autoantibodies by CIA and CLIFT and two single positive sera either by CIA or CLIFT.

2.6. Statistics

The TBM SPSS Statistics PC package (Version 22) was used for statistical analyscs.
Results for p values < 0.05 were considered statistically significant. Cut-off values were
established through the receiver operating characteristics (ROC) curve analysis and the
highest Youden Index value was chosen. The continuous data were described by the mean
and standard deviation {SD) or median and 25th75th interquartile range (TOQR), according 1o
its distribution. Categorical variables were expressed as absolute mumbers and percentages.
Normality was assessed by the Shapiro-Wilk test or Kolmogorov-Smirnov test depending
on the sample size. Differences in proportions were analysed using the x” test or Tisher's
exact test when the expected counts were 5. Differences in means of continuous variables
were analysed using the parametric Student t-test or the Mann-Whitney nonparametric
U test when the variable disiribution was not normal. Correlations were calculated with
Pearson’s R, Spearman’s coofficient or Kendall's tau b depending on the type of variable.
The odds ratio (OR} and 95% confidence interval (95%CI) were also caleulated. We analysed
the presence of a SLE flare for 12 months follow-up by the Kaplan-Meier curves for each
condition and potential significant differences were evaluated by the log-rank test. Tinally,
hazard ratio (1R} and §5%CI were calculated.

3. Results
3.1, Study Cohort

The study cohort consisted of 91 individuals. There were no significant differences in
age or sex between SLE patients (SLE [n = 31] and overlap SLE-AID [n = 21]) and controls
{healthy [n = 18] and AID individuals [n = 21]). Clinical features, including demographic
characteristics, discase activity measured by clinical ST.EDAI-ZK, major organ involvement
{including renal, articular, haematological, cutaneous involvement and serositis) and dis-
ease flares as well as laboratory parameters are shown in Table 1. No differences were
found either in clinical STEDAT-2K, active discasc, major organ involvement, anti-dsDINA
autoantibodies (measured by CIA and CLIFT) or hypocomplementemia between SLE and
overlap SLE-ALD groups. Therefore, all patients with SLE, alone or overlapping with
another AID, have been analysed fogether in a single group.

3.2. SLE-ELISpot Improved Assay

Based on the medifications made to the FLISpot described by TTanaoka ct al. [19], the
design of our SLE-ELISpot assay is showrin Figure 1. Results, ranging from 0 to oo, were
calculated according to the following formula attending to PBMCs wells:

SLE-ELISpot result — Xepps — Tnoposens

Tans: Average nuumber of spots in dsDNA-sensitised wells
Xyonesens: average nuniber of spots in nen-dsDNA-sensitised wells

Wells with sera samples were also included in the plate as controls of the technical procedure.
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Table 1. Demographic and clinical characteristics of the study cohort.

Control Group ST Group
Healthy L.Znnlmls AlD (Inn.lmls SLE (n =31 SLiﬁrcc:!;lfging Inrr?;S‘l}’.ﬁ“(il;uup
in=18) fn=21 tn=21)
Geoe: female, v (500 T (H8.9%0) 17 (H1 24 (535 LRI L9
Age, mean = 5D 2zZ=10 Bi=13 A1 £13 16 =16 0183
Anti-delINA autoantibadies (C1A), mean | 512 124 8.6 ua AHY 090y 1 2233 1634 1928 441
Anti-dsDNA autoantibodics (CLTFT), o %) g 4{190%) 1 R7 TN} 13 {61.9%) (1763
1lypucomplementemia, n(%) - - L7 (31.8%} 0776
linical SLEDARZE, metian [IQR] - - 372-13] 07
Aclive discase (clinical SLEDAT-2K = 4), 0 {%) - - 135 (41.9%}) LL9g
Major organ nvolvement (at sampling)
Kenal inveoleement, n (%) - - ARG ER Lt 1.25%
Aclive, n %] - - 100 (45 5%} 6{33 (1526
Clhironie, 1 (b - - Lé (57 1% 840, 0380
Articular invalvoment, n (% - - 4 {12.8%) EL 117080
Hacmalnlogical involyemenl, 1 (" - - ERNERR 3614, (99
Cutaneous involvement. n (% - - 4(12.9%) 3143 0.9%
IWesenee of serositis, n (4 - - 5 (16.14%) 244 5% 1L6R7
Tatiemts wilh a Aare al follow-up, n (%) - - §(25.8%) 6 {28.6%) .99
Patients swith renal fare, n (%) - - 1112.9%) 3{14.2%) 0.9%2
Paays betwoen samnple and flare, mean 1512 - - %% | ue 150 1 5K L2855

Abbreviations: Al autoimmune discases; S1F: swvstemic lupus erythematosus; clinical SLEIIAL S1LE discase
activity index

3.3, Clintcal Performance of SLE-ELISpot, CIA and CLIFT

Two different reference values were established for all three assays throwgh the ROC
curves analysis choosing the highest Youden Index value: (1) a “diagnostic cut-off” com-
paring SLE patients with healthy controls and (2) an “aclivily cul-oft” comparing active
and non-active S1L.E paticnts,

I our cohort, the diagnostic cut-off for CIA and CLIF] coincided with the manufac-
turer recommended cut-off (220 1U/mL for CLA and =1 {(negative or positive) for CLIFT).
The sensitivity and specificity were 87.0% and 88.9% for CTA and 6:4.8% and 100% for CLITT.
We established the SLE-ELISpot diagnostic cut-off in =1.8 spots with 64.8% sensitivity and
77.8% specificity.

As expected, CIA and CLIFT showed much better sensitivity and specificity for SLE
diagnosis than SLE-ELISpot (Figure 2A). Therefore, SLE-ELTSpot was not able to improve
the current diagnostic tools.
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Figure 2. CTA, CLIFT and SLE-ELISpot results: ROC curves and values distribution. ROC curvey
analysis using diagnostic cut-off (4, left) and activity cut-otf (A, right) for CLA, CLIFT and SLE-
LLISpot. Bordered signs indicate selected cut-off points. Values distribution for CLA (B, left), CLLL
(B, middle) and SI.T-TT.ISpol (B, right}. Dashed lines: diagnostic cul-off. Poinled lines: aclivily cul-off.
Red signs indicate active SLE patients. Grey signs mdicate non-active SLE patients. Abbreviations:
AUC {Area under the curve); Sens (Scnsitivity); Spee (Specificity).

Regarding the activity cut-off, established through the comparison of active and non-
active patients, SLE-ELISpot activity cut-off (>11.24 spots) had a sensitivity and specificity
of 57.1% and 83.9%, respectively. Conversely, CIA (>»374.1 IU/mL} and CLITT {1} aclivity
cut-offs showed 42.9% and 71.4% sensitivity and 96.8% and 41.9% specificity, respectively
{Figure 2A). Values for CIA, CLIFI and SLE-ELISpot of active and non-active patients, are
showr in Figure 2B.

Thus, SLE-ELISpot activity cut-off showed a better Youden Index than CTA and CLIFT
to identify active SLE patients {0.410 vs, 0.397 and 0.133, respectively).

Consequently, for the rest of this paper, we focused on the activity cut-off. A result
above the activily cul-off will be referred to as “high” and a result under the activity cul-off

will be referred to as "low™.
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3.4, Assoctation with Major Organ tneolvement in SLE Paticnts

At the time of inclusion in the study, lupus nephiritis {n = 28) was the moest common organ
mvelvement followed by joint {n = 8), haematological (n = 8) and skin involvement (n = 7),
and the presence of serositis (n = 7} (Table 1}. Hypocomplementemia was associated with
Tupus nephritis (OR 7.3 [95%CT 2.1-25.3]). A high CTA result was associated with articular (OR
6.3 [95% CI 1.2-32.4]} and haematological invelvement (OR 6.3 [95%.C] 1.2-32.4]). A high SLE-
ELISpot result was associated with haematological involvement (OR 23.8 [95%:CL 2.6-217.1]).
Additonally, SLE-ELISpot but not CLA results were higher in patients with haematological
involvement than in paticnts without (median 16.73 (13.5-20.2) and 2.60 {0.0-10.7); p < 0.001,
respectively). Finally, a high SLE-ELISpot result combined with hypocomplementernia was
associated with articular involvement with an OR = 6.3 (95%(C1 1.4-26.9) {(Figure 3). No other
combinalion was associaled with major organ involvemenl.

Major organ involvement (Odds Ratio 95% CI)

High CIA
High CLIFT
High ELISpot

Hypocomplementemia

High ELISpot and
Hypocomplementemia

. L —— * Lupus nephritis n=28
[ —— = Articular involvement n=8
. j——— 4+ Haematological involvement n=8
=== ¥ Skin involvement n=7
A P o oe— + Presence of serositis n=7
—

- 1

- e a h

T 1
01 10 100 1000

Figure 3. Association bebween high levels of anti-dsDNA antibodies measured by CTA, CLTFT and
ELISpot and hyvpocomplementemia and major organ involvement. Resulty are expressed as oddy
ratios and 95% confidence Intervals. Abbreviations: CLA: chemiluminescence inmunoassay; CLIFL:
Crithidia Iuciliae indirect immunofuorescence Lest,

3.5, Flare Prediction Caprcity

Regarding the 32 SLE patients, 14 (26.9%) presented with a flare up during the 12-
maonth follow-up. Tight {57.1%) of these patients had a high SLE-ELISpot result while six
(42.9%) had a low SLE-ELISpot result. Moreover, 29 out of 35 (82.9%) low SLE-ELISpot
patients did not have a flare up while eight out of 17 {(47.1%) high SLE-ELISpot pa-
lents presented with a flare up in the following vear. Thus, patients with a high SLE-
FI.T5pot result had a significantly increased hazard ratio (TTR) to present with a flare up
{HR: 3.4 [95%CT 1.1-10.5]) (Figure 4}. The combmation of hypocomplementemia and a high
SLE-ELISpot was related to a high risk of a flare up (HR: 5.2 (95%C1 1.3-20.4)) (Figure 4).
Neither high CIA, CLIFT or hypocomplementemia alone were significantly associated with
an SLE flare up ina 1-year follow-up (Figure 4).
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Figure 4. Tlare up prediclion capacily: Kaplan—Meier survival analysis and hazard ratio. X-axis:

days from sampling to flare up. Y-axis: percentage of patients presenting with a flare up. ns: non-

significant. *: p <0.03. Abbreviations: CLA: chemiluminescence immunoassay; CLIFT: Crithidia fluciliae
indirect immunolluorescence test; SLL: systemic lupus ervthematosus,

Among the 14 SLE patients with a flare up, soven (50%) presented biopsy-proven
kidney involvement. Two of them had a low SLE-ELISpot while five had a high result.
Hypocomplementemia at baseline was present in all seven patients with lupus nephritis at the
time of the flare up. A high SLE-ELISpot result implies an increased HR for patients Lo have a
kidney involved flare up (TTR: 6.5 (95%CT 1,3-32.2)) (Figure 5). Additionally, the combination
of hypocomplementemia and a high SLE-ELISpot raises the HR to 32.9 (95%CT 4.9-221.3)
{Figure 5). Conversely, high CLA or CLIFT values were not significantly associated with an
incroased risk of a renal fare up at the T-year follow-up (Tigure 5).
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Figure 5. Renal flare up prediction capacity: Kaplan-Meier survival analysis and hazard ratio.
X-axis: days [rom sampling to flare up. Y-axis: percentage of patients presenting with a flare up. ns:
nen-significant. " p < .05, ™ p < Q001 Abbreviationy: CTA: chemiluminescence immunoassay;

CLIFT: Crithidia fuciliae indircet immunotluorescence test; SLE: systemic lupus erythematosus,

Furthermore, nine patients presented with a flave up involving joints. However, none
of the tested methods, alone or in combination, were predictive of an articular flare up
{Figure 6). Cutaneous (n = 2} and hagmatological {n = 2) flare ups were not analysed due to
low incidence.
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4. Discussion

This study aimed Lo analyse whether the quantification of anti-dsDNA auloantibodies
secreting colls (ASC), detected by SLE-ELTSpot in bloed samples of patients with SLT, could
provide any advantage for disease activity or prognostic evaluation, short-term flare up
prediction or major organ involvement.

It is known that anti-dsDNA autoantibodies are produced by short-lived ASCs lo-
calised in peripheral blood, in addition to long-lived plasma cclls, mainly absent in periph-
eral bloed |10]. A good correlation between peripheral blood and spleen antigen-specific
ASCs quantification has been shown [21]. Thus, the quantificafion of ASCs in peripheral
Tlood could add relevant clinical information regarding discasce activity or flare up prediction.

In the first part of the study, we introduced some modifications to the ELISpot assay
designed by Hanaoka [19]. Firstly, to achieve a greater specificity of the assay, non-dsDNA-
sensilised wells were included in the SLE-ELISpol design allowing the SLE-ELISpol result
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to be calculated as the subtraction of the non-ds DN A-sensitised wells’ number of spots from
the spots obtained on the dsDNA-sensitised wells. Moreover, two different cut-off values
were established to assess the clinical value of the quantification of specitic anti-dsDNA
ASC from peripheral blood: one directed to diagnosis accuracy, named “diagnosis cat-off”,
and a second one to better identify disease activity named “activity cut-off”. As expected,
using the diagnostic cut-off (1.8 spots), SLTE-TLISpot was far less sensitive for diagnosis
than IgG anti-dsDNA autoantibodies determination by CIA and CLIFT. Ilowever, in the
present study SLE-ELISpot was the best method to identify active patients. Although it
needs to be confirmed in larger cohorts, these results suggest that the SLE-ELISpot assay
may help to better stratify active and non-active patients.

In the second part of the study, we studied the association between SLE-ELISpot, CIA
and CLIFT results with clinical manifestations at inclusion time and the flare up prediction
capacily in a 1 year follow-up.

In SLE paticnts, lupus nephritis constitutes one of the most severe organ manifesta-
tions that can lead to end-stage renal disease and even require renal replacement therapy.
Indeed, renal involvement is the main predictor of mortality in SLE patients [30], According
to the literature, TgG anti-dsDNA autcantibodics titres and low complement C3/C4 are
associated with lupus nephritis and recurrent disease flares [31,32]. However, it is also
well known that 1gG anti-dsDINA autoantibodies at high titres can be also observed in
patients in remission [33]. In our study, the previously known correlation of hypocomple-
mentemia with the presence of lupus nephritis (OR: 7.3) was confirmed. In relation to TgG
anbi-dsDINA autcantibodies, detected by CIA, high results were associated with articular
and haematological involvement (OR: 6.3 for both). Regarding other major organ involve-
menl, high SLE-ELISpot resulls were sirongly associated with haemalological disturbances
{OR: 23.8), and the combination of high SLE-ELISpot results and hypocomplementemia
was associated with articular involvement (OR: 6.3). The differences in these associations
could be due to different pathogenic mechanisms but this fact must be confirmed in other
studies including a higher number of patients.

During the follow-up of SLE paticents, tools for flare risk prediction constitute a need
not yet covered, which may facilitate better disease monitoring as well as an earlier freat-
ment of patients. Hanaoka previously suggested that anti-dsDNA ELISpot may help
to predict the risk of SLE flare ups in the following year [19]. The results of our study
corroborate this suggestion, as a high SLE-ELISpot result showed an HR of 3.4 for SLE
patients to have a flare up (p = 0.043). Beyond the prediction of flare risk, our results
indicate that this prediction is significantly higher for flarc ups with renal involvement
{TTR: 6.5). Furthermore, the addition of hypocomplemaentemia to STE-ET TSpot brings an
even better prediction capacity, increasing the HR for any kind of flare up and renal flare
up to 5.2 and 32.9, respectivelv. As noted, SLE-ELISpot was better than CLA and CLIFT
to predict a flare up at 1-yecar and even better for renal flare ups. Morcover, whercas the
SLE-ELISpot positive predictive value concerning a flare was good (47.1% of patients with
high results had a flare), the negative predictive value for ELISpot activity cut-off was even
belter (82.9% of low patients did nol present a tlare). Thus, the addition of SLE-ELISpot
to the anti-dsDNA auteantibody determination in some complex SLE patients may be of
interest.

Nevertheless, our study has some limitations. First, patients were not collected at SLE
onset, mest of them were under immunoesuppressive treatments and we could not assess
the impact of this condition on flarc appearance. Second, the number of consccutively
nchuded was low, Our hospital is a reference centre i the diagnosis and treabment of
patients with autoimmune diseases. This may be the reason for the high percentage of
paticnts with overlapping syndromes due to the diagnostic and therapeutic complexity
they entail. On the other hand, this overlap is not uncommen and is described in up to 20%
of patients with SLE in the Registry of the Spanish Society of Rheumatology (RELESER) [34].
We Lhink that the type of patienls included is a picture of daily clinical practice in real life.
Third, we chose the SLEDAL-ZK score to ovaluate discase activity and s known that it
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has some limitations, for example, it overemphasises some symptoms whereas others are
absent. Moreover, SLLDAI-2K only scores the presence or absence of each item without a
severity spectrum evaluation of them [35]. Fourth, the SLE-ELISpot assay is manual, tricky
and time-consuming and requires properly trained personnel. For this reason, it canmot be
used as an automatic daily-routine assay at a large scale. However, our stndy shows that for
some specific pationts who require a closer follow-up, SLE-TLISpot can provide valuable
information regarding their clinical activity and may help physicians to make therapeutic
decisions. For this reason, the fact that this work is based on consecutive clinical and
laboratory monitoring SLE patients’ samples is a remarkable strength. Another strength
is that this study is made with the bascline F1.I1Spot results, this allows the ASC study to
be feasible. However, periodic and systematic ELISpot studies to know the evolution of
specific B-cells may be of interest and it should be addressed. Besides, we designed this
study with the objective to mimic physiological conditions, for this reason B cells were not
pre-activated and the number of cells in the well was not normalised according to the B
cell proportion of each patient. Although these results seem promising, they are derived
from post-hoc analyses with a relafive low number of patients and must be confirmed in
larger cohorts.

Additionally, in recent vears, some authors had studied the detection of antigen-
specific B-cells by flow cytometry [36-38]. Since flow cytometry techniques are available
in most immumnaology laboratories, it might be of interest to compare the presence of anb-
dsDNA scereting cells detected by SLE-ELISpot with dsDNA-specific B-cells detected by
flow cytometry. Moreover, B cell are somehow regulated by I cells, thus the study of both
B and T-specific cells could be also of interest. In fact, in this study the use of ’BMCs assure
that all subpopulations are included.

In conclusion, according to our results, SLE-ELISpot assay may offer relevant and
complementary information to that obtained by 1gG anti-dsDNA auteantibodies quantifi-
cation, particularly related to the risk of a new disease flare up in the 1-year follow-up
but is not suitable to replace the IgG anti-dsDNA autoantibodics determination for SLE
diagnosis. Indeed, this study suggests that the addition of the SLE-FLISpot assay to the
current follow-up protocol may improve options for early vsing targeted therapies to re-
duce chronic organ damage in some patients despite standard of care therapy, based on the
association of SLE-FLISpot aver activity cut-off results with the presence of active discase
or the risk of flare up, especially in the case of renal flare ups. Finally, larger prospective
studies are needed to further contirm the assodation with clinical activity and the flare up
predictability of the SLE-ELISpot assay.
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Abstract
Objective
Anti-CENP-B (ACA), anti-topoisomerase I (ATA) and anti-RNA polymerase IIl (RP3) autoantibodies are included in the
2013 SSc-ACR/EULAR classification criteria. The detection of additional autoantibodies is of interest when those are
negative. Additionally, we wonder if the IgA isotype might play a role in SSc. The aims of the study were to assess the
prevalence of ACA, ATA, RP3, and Ro52 autoantibodies of 1gG and IgA isotype and to describe their association with
clinical manifestations in a cohort of patients with SSc.

Methods
Samples from 97 patients with SSc fulfilling the 2013 ACR/EULAR classification criteria, and 50 blood donors were
included and tested for IgA and 1gG isotypes of ACA, ATA, RP3, and Ro52 by FEIA.

Results
The prevalence of IgG+IgA isotypes for the same specificity was 62.5%, 82.6%, 80.0%, 36.8%, for ACA, ATA, RP3 and
Ro52, respectively. Isolated 1gG was present in 35.4%, 13.0%, 20.0% and 42.1% of patients for ACA, ATA, RP3 and Ro52,
respectively. Only six patients were isolated IgA for a unique specificity. Clinically, ILD tended to be associated with
ATA-IgG and ATA-IgG+IgA, telangiectasias with ACA-IgG+IgA and arthritis with ACA-IgA. Indeed, digital ulcers were
more frequent in ATA-1gG patients.

Conclusion
Most of the patients presented ACA, ATA, or RP3 autoantibodies of IgA isotype in addition to 1gG. Regarding clinical
relevance, Ro52-1gG+IgA and ACA-IgG had a tendency towards sineSSc phenotype, while ACA-1gG+1gA to lcSSc
phenotype. Thus, if confirmed, the determination of ACA-IgA could provide a tool to stratify patients according to the
cutaneous phenotype.

Key words
systemic sclerosis, IgA autoantibodies, interstitial lung disease
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Introduction

Systemic Sclerosis (SSc) is a rare and
chronic systemic autoimmune rheu-
matic disease (SARD) characterised by
the generation of autoantibodies, with
typical vascular manifestations such
as Raynaud’s phenomenon (RP), pul-
monary hypertension (PH), and sclero-
derma renal crisis (SRC). On the other
hand, fibrosis is the result of an imbal-
ance between antifibrotic and profi-
brotic factors, leading to disturbances
in the skin and pulmonary interstitium
(1). The incidence in women is 4-9
times higher than in men (2). Patients
with SSc have been classified, accord-
ing to the extent of skin involvement,
into three types: limited cutaneous SSc
(1cSSc), diffuse cutaneous SSc (dcSSc),
and SSc sine-scleroderma (sineSSc)
(3). Although RP is the most prevalent
clinical symptom at the beginning of
the disease, severe organ manifesta-
tions including digital ulcers, PH, in-
terstitial lung disease (ILD), and SRC,
have been traditionally associated with
the cutaneous extension (4). The pres-
ence of PH is more prevalent in patients
with IcSSc whereas ILD mainly affects
patients with dcSSc. On the other hand,
sineSSc patients, in which skin involve-
ment is absent, have less severe disease
than 1¢SSc patients (5).

Humoral immune response seems to
play an important role in the patho-
genesis of SSc. Anti-nuclear autoan-
tibodies (ANA), detected by indirect
immunofluorescence (IIF), are a hall-
mark of SSc and are found in almost
all SSc patients (6, 7). Different types
of SSc-specific autoantibodies have
been described, being anti-centromere
(ACA) IgG, anti-topoisomerase I or
Scl70 (ATA) IgG and anti-RNA poly-
merase 3 (RP3) IgG the most prevalent
ones, accounting for approximately
70-80% of patients (8). Moreover,
these three IgG autoantibodies have
been included in the 2013 American
College of Rheumatology (ACR)/Eu-
ropean League Against Rheumatism
(EULAR) classification criteria (3).
Additional autoantibodies specific for
or associated with SSc are anti-Th/To,
anti-U3-RNP/fibrillarin, anti-Ku, anti-
PM-Scl, anti-NOR90, anti-PDGFR or
anti-Ro52/TRIM21 (Ro52) (4, 9, 10).

Some studies have shown that classifi-
cation according to autoantibodies posi-
tivity is as strongly associated with the
clinical manifestations as the categoriza-
tion into cutaneous subtypes (11, 12). In
this sense, ATA has been associated with
the deSSc phenotype and the presence of
ILD, with a worse prognosis. In contrast,
ACA has been associated with the IcSSc
phenotype and the presence of PH with
a better prognosis although PH is one of
the most prevalent causes of mortality in
SSc patients. Additionally, RP3 has been
associated with an increased risk of SRC
and synchronous cancer and, in some
studies, with a rapidly progressive ILD
5,11).

In clinical practice, specific-SSc au-
toantibodies positivity is based on the
evaluation of autoantibodies of the IgG
isotype. The determination of autoanti-
body isotypes besides IgG is restricted to
a few autoimmune diseases, such as IgA
in relation to celiac disease, or IgM in the
study of antiphospholipid syndrome or
rheumatoid arthritis. However, in recent
years, several studies have explored the
role of the different isotypes of known
autoantibodies in autoimmune diseases,
such as SSc or rheumatoid arthritis (13-
20). In SSc patients, only ACA-IgG and
ATA-IgM had been associated with a
higher degree of microangiopathy when
defined by capillaroscopy (21). Addi-
tionally, both ACA-IgG and ACA-IgM
had also been related to a definite SSc
diagnosis. Moreover, higher levels of
ACA-IgG were associated with disease
progression to definite SSc within two
years (22). In contrast, no relevant find-
ings have been reported for the IgA iso-
type (21,22).

On the other hand, the Ro52 autoanti-
bodies are one of the most frequent in
SARD, including systemic lupus ery-
thematosus (SLE), Sjogren’s syndrome
(SS), neonatal lupus erythematosus
(NLE), and subacute cutaneous lupus
erythematosus (SCLE) despite not be-
ing specific for any disease. Further-
more, Ro52 has been associated with
higher prevalence and worse prognosis
of ILD in patients with SS, SSc, inflam-
matory myopathy, and mixed connec-
tive tissue disease (23, 24). In the Ca-
nadian Scleroderma Research Group
study including 963 patients with SSc,
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Ro052 autoantibodies (20.1%) were the
second most common autoantibody af-
ter ACA (35.2%) followed by ATA and
RP3 (15.6% and 18.6%, respectively)
(25). Additionally, Ro52 autoantibod-
ies were strongly associated with ILD
(OR 1.53) and overlap syndrome (OR
1.75). Furthermore, Ro52 autoantibod-
ies were detected in combination with
ACA (23.4%), ATA (12.7%), and RP3
(16.0%) (26). In a small study of 62
patients with definite and suspected
SARD diagnosis, isolated RoS52 has
been hypothesised to be associated
with a milder phenotype of undiffer-
entiated connective tissue disease (27).
Additionally, a large tri-nation cohort
study with 1574 SSc patients, Ro52
monospecific positivity (n=103) was
associated with ILD (OR 2.70) in com-
parison with Ro52 negative patients
(n=1174). Of note, they were at signifi-
cantly increased risk of death (25).
Improved biomarkers for early diagno-
sis and prognosis are still needed. Now-
adays, cutaneous phenotype (IcSSc and
dcSSc) and autoantibody profile could
give some information to the clini-
cians but around 20% of patients are
still negative for the autoantibodies
included in the SSc classificatory cri-
teria (SSc-cc negative autoantibodies
group). Thus, only few patients are be-
ing diagnosed in very early stages and
without a definite SSc diagnosis nor a
clear cutaneous phenotype.

The aims of the present study were to
assess the prevalence of ACA, ATA,
RP3, and Ro52 autoantibodies of IgG
and IgA isotype and to describe their
association with clinical manifesta-
tions in a cohort of patients with SSc.

Materials and methods

Patients

Sera samples from 97 patients with SSc
fulfilling the 2013 ACR/EULAR clas-
sification criteria were collected at the
Department of Autoimmune Diseases
of Hospital Clinic, Barcelona. All pa-
tients are included in the Spanish Scle-
roderma Registry (RESCLE). Clinical
data including cutaneous phenotype,
peripheral vascular and musculoskel-
etal manifestations, and gastrointesti-
nal tract, lung, and renal involvement
were reviewed from electronic health
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records. In addition, 50 serum samples
from blood donors were analysed. Eth-
ics board approval was obtained from
our institution (Hospital Clinic, Bar-
celona, Spain, ref. HCB/2019/0852).
Written informed consent was obtained
from all patients and blood donors.

Detection of autoantibodies

Serum samples were tested for the pres-
ence of IgA and IgG isotypes of ACA,
ATA, RP3, and Ro52 by fluorescence
enzyme-linked immunoassay (FEIA)
using the ElLIA™ platform (Thermo
Fisher Scientific, Sweden). Notably,
the IgA isotype was detected using a
prototype assay with the EIA™ sys-
tem. Tests were run in a Phadia 250
system (Thermo Fisher Scientific,
Sweden). In accordance with the estab-
lished standard protocols, a calibration
curve for each isotype was included to
calculate the defined units of autoan-
tibodies measured with commercially
available assays or the concentration
of autoantibodies measured with pro-
totype assays, which have no defined
units. IgG and IgA positive and nega-
tive controls were included in each
tests round.

The cut-off value for the IgG isotype
(ACA, ATA, RP3, and Ro52 autoan-
tibodies) used in this study was 7 U/
mL, according to the manufacturer’s
instructions. The cut-off value for
the IgA isotypes (prototype reagents;
ACA, ATA, RP3, and Ro52 autoanti-
bodies) was calculated using the results
obtained from the blood donor samples
(n=50). A concentration of 1.65 ug/L
was chosen as the cut-off for all bio-
markers (giving =98% specificity for
blood donors). For both IgG and IgA,
results were considered negative below
the cut-off, low positive between | and
5 times the cut-off, and high positive
above 5 times the cut-off.

Statistical analysis

IBM SPSS Statistics for Windows, ver-
sion 23 (IBM Corp., Armonk, N.Y.,
USA) and GraphPad Prism for Win-
dows, version 8.3.0 (GraphPad Soft-
ware, La Jolla, California, USA) were
used for statistical analyses. Results
with p values <0.05 were considered
statistically ~ significant. Continuous

data were described by the mean and
standard deviation or median and 25th-
75th interquartile range (IQR), accord-
ing to their distribution. Categorical
variables were expressed as absolute
numbers and percentages. Differences
in proportions were analysed using
the Fisher’s exact test. Differences in
means of continuous variables were
analysed using the parametric Student t
test or the Mann-Whitney nonparamet-
ric U test when the variable distribution
was not normal. Associations between
categorical variables were determined
using the Fisher’s exact test. The rela-
tive measure of an effect was expressed
as the odds ratio (OR) and the 95%
confidence interval (CI) when consid-
ering autoantibody positivity as the
exposure. The multiple comparisons
results were interpreted correcting with
a False Discovery Rate value of 0.05.

Results

The patient cohort included 97 patients,
92 of whom were women (94.8%). The
mean age of the patients at diagnosis
was 49.5 years. The mean disease du-
ration since diagnosis was 7 years and
12.7 years since the first non-Raynaud
symptom related to SSc (Table I). Fif-
ty-five patients (56.7%) presented a
1cSSc phenotype, 15 (15.5%) a dcSSc,
and 27 (27.8%) a sineSSc phenotype
(Fig. 1). SSc criteria autoantibodies
(IgG isotype) distribution in cutaneous
phenotypes is shown in Figure 1.

Prevalence of autoantibodies included
in classification criteria (1gG isotype)

ACA (48.5%) was the most prevalent
autoantibody in our cohort, whereas
ATA and RP3 were present in 22.7%
and 5.2% of the patients, respectively.
Only one patient was double positive
for ATA (197.4 U/mL) and RP3 (15.2
U/mL). Twenty-four (24.7%) patients
were negative for the three autoanti-
bodies included in classification crite-
ria (Fig. 2) but all of them were ANA
positive by IIF on HEp-2 cells.

Clinical characteristics

The demographic and clinical charac-
teristics of the whole cohort accord-
ing to the presence of autoantibodies
included in the classification criteria
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Table I. Demographic characteristics, cutaneous phenotype, and clinical manifestations of the patients with systemic sclerosis according
to SSc-criteria autoantibodies.

SSc

1gG ACA IgG ATA 1gG RP3 Negative p value
cohort positive positive positive SSc-criteria
(n=97) (n=47) (n=22) (n=5) autoantibodies
(n=24)
Demographic characteristics
Age at SSc diagnosis. (years) 495+159 54.1%159 462+12.0 522=+12.1 431175 0.052
Female 92 (94.8%) 47 (100%) 20 (90.9%) 5 (100%) 21 (87.5%) 0.059
Disease duration, since first non-Raynaud 127+123 13.0+129 145125 58+£6.6 114x119 0518
symptom, (years)
Disease duration since diagnosis. (years) 7.0+10.0 6.7+105 9.1+104 44+72 58+92 0.711
Follow-up time, (years) 65+1.5 6.6+16 60+1.3 72413 65+1.6 0.165
Anti-nuclear autoantibodies 97 (100%) 47 (100%) 22 (100%) 5 (100%) 24 (100%) 1.000
Compatible IIF pattern (28) 71/73 (97.3%) 46 (97.9%) 21 (95.5%) 5 (100%) 0.786
Clinical manifestations
Raynaud’s phenomenon 94 (96.9%) 47 (100%) 22 (100%) 5 (100%) 21 (87.5%) 0.042
Digital ulcers 18 (18.6%) 7 (14.9%) 8 (36.4%) 0 3 (12.5%) 0.129
Telangiectasias 47 (48.5%) 28 (59.6%) 12 (54.5%) 1 (20.0%) 6 (25.0%) 0.025
Calcinosis 9 (9.3%) 5 (10.6%) 2 (9.1%) 1 (20.0%) 1 (42%) 0.495
Arthritis 10 (10.4%) 4 (8.7%) 1 (4.5%) 1 (20.0%) 4 (16.7%) 0.870
(n=96) (n=46)
Myositis 4 (42%) 0 0 0 4 (16.7%) 0.017
(n=96) (n=46)
Oesophageal involvement 62 (65.3%) 32 (68.1%) 14 (66.7%) 3 (75.0%) 14 (58.3%) 0.870
(n=95) (n=21) (n=4)
Interstitial lung disease (ILD) 43 (44.3%) 13 (27.7%) 18 (81.8%) 3 (60.0%) 10 (41.7%)  <0.001
Severe ILD (FVC <70%) 17 (17.5%) 6 (12.8%) 5 (22.7%) 1 (20.0%) 5 (20.8%) 0.536
46.2% ILD 27.8% ILD 33.3% ILD 50.0% ILD
Pulmonary hypertension 16 (24.2%) 7 (21.9%) 2 (14.3%) 1 (20.0%) 6 (37.5%) 0.462
(n=66) (n=32) (n=14) (n=16)
Scleroderma renal crisis 1 (1.0%) 0 1 (4.5%) 0 0 0.268
Neoplasia 16 (16.7%) 9 (19.6%) 3 (13.6%) 2 (40.0%) 3 (12.5%) 0.728
(n=96) (n=46)

Results of quantitative variables are expressed as mean + standard deviation and those of qualitative variables as number and percentage.
Information in parenthesis indicates number of column total patients for whom clinical data is available.

(ACA-IgG, ATA-IgG, and RP3-IgG)
are summarised in Table I. There were
no differences in the age at SSc diag-
nosis, sex or SSc disease duration be-
tween SSc-criteria groups. The 1cSSc
subtype (56.7%) was the most preva-
lent skin phenotype in our cohort. The
dcSSc subtype (15.5%) was uniformly
present in the ATA-IgG, RP3-IgG, and
SSc-cc negative autoantibodies group
but it was absent in the ACA-IgG
group (p<0.001). On the other hand,
sineSSc subtype (27.8%) was mostly
represented in ACA-IgG and SSc-
cc negative autoantibodies group but

without statistically significant differ-
ence (Table I).

Regarding clinical manifestations, tel-
angiectasias were significantly more
prevalent in the ACA-IgG and ATA-
IgG groups than in the RP3-IgG and
SSc-cc negative autoantibodies group
(p=0.025). In contrast, myositis was
only present in SSc-cc negative autoan-
tibodies group (p=0.017) being three of
these four patients positive for anti-Ku
and the other one positive for anti-U3-
RNP/fibrillarin autoantibodies. All of
them were negative for Ro52 autoanti-
bodies. Moreover, ILD was more prev-

alent in patients with ATA-IgG than in
other groups (p<0.001).

Prevalence of IgA isotype of ACA, ATA
and RP3 autoantibodies

Regarding IgA autoantibodies, 55 out
of 97 (56.7%) patients were IgA posi-
tive and most of them (53/55; 96.4%)
were double positive, IgG and IgA,
for the same specificity, being 30 ACA
(groups 1 to 7; Fig. 2), 19 ATA (groups
11 to 20; Fig. 2) and 4 RP3 (groups 24
to 26; Fig. 2). In addition, only two
patients were single positive for IgA
isotype, one for ACA (IcSSc) and an-
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other for ATA (1¢SSc) (groups 10 and
23, respectively: Fig. 2). Therefore, the
SSc-ce negative autoantibodies group
(n=24) was reduced by two patients
considering IgA isotype (n=22; groups
2710 30) (Fig. 2).

Prevalence of Ro52 autoantibodies
The prevalence of Ro52 autoantibod-
ies in our cohort was 19.6% (19/97
patients}. In conlrast 1o criteria auloan-
tibodies, only 7 patients (36.8%) were
double positive, 1¢G and IgA (groups
3,4 and 27: Fig. 2), whereas 8 (42.1%)
(groups 7,9, 15, 16, 26, 28 and 29; Fig.
2) were isolated [gG and 4 (21.1%)
(groups 13, 14 and |8) (Fig. 2) isolated
IgA.

There were no significant differences
in the prevalence of Re52 (IgG and/or

ACA, ATA, RP3, and SSc-cc negative
autoantibodies group, respectively;
p=0.661).

Autoaniibody combinaiions

Regarding ACA autoantibodies, when
TgG and TgA isotypes were present
(m=30; groups 1 to 7) (Fig. 2), IgG ti-
tres were high and 1gA fitres were low
in 73.3% of patients. In relation to
ATA, when bolh isotypes were present
(n=19; groups 11 to 20y (Fig. 2). IgG
and IgA titres were high in 68.4% of
patients. Whereas for RP3, we cannot
observe a clear trend with 2 patients
double positive al high titres [or both
isotypes, one patient low positive for
both isotypes and one patient low for
1gG and high for 1gA (n=4; groups 24
to 26) (Fig. 2). Finally, all Ro32 double

sine scleroderma phenciype; RP3: ami-RMa  IgA) among the four dillerent groups  posilive patients had high [gG and low
polymerase 111 (14.6%, 26.1%, 25.0% and 22.7% in  TgA titres.
209
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15=
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Fig. 2. UpSet plot. Combination ol autcantibodies in $S¢ cohort. Bars on the lell. indicate number ol patients with and without [LD with posilive antibody.
Columns represent number of patients with and without ILD presenting the same autoantibody profile. Green columns indicate ACA group, purple columns
ATA group, orange columns RP3 group, and blue columns SSc-ce negative autecantibodies group. Autoantibody positive signals ure divided into high (more
than §x cut-ofl) and low titres (less than Sx cut-oll).

ACA: anti-centromere; ATA: anti-topoisomerase-1; ILD: interstitial lung disease, RP3: anti-RNA polymerase [11.
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When only patients with isolated 1gG
or IgA positivity were analysed, 20 out
of 28 (71.4%) of those IgG positive
were at high titres while 12 out of 14
(85.7%) isolated IgA positive patients
were positive at low IgA titres.
Among the patients who are positive
for several targets (ACA, ATA and/
or RP3), 8 patients were double posi-
tive for IgA autoantibodies (Groups
5,6, 13, 14, 17, 19), whereas only |
patient was double positive for 2 IgG
autoantibodies (high titres of ATA and
low titres of RP3; group 20). Positiv-
ity to more than one autoantibody (in-
cluding Ro52 autoantibodies as well as
SSc-criteria autoantibodies) was more
frequent in ATA (9/23; 39.1%. Groups
13 to 20) patients than in those with
ACA (10/48; 20.8%. Groups 3 to 7 and
9) (Fig. 2).

Regarding Ro52, there were no differ-
ences in Ro52 prevalence (19.8% vs.
20.8%) between positive patients for
the SSc autoantibodies included in the
classification criteria (groups 1 t0 9, 11
to 22 and 24 to 26) and SSc-cc nega-
tive autoantibodies group (groups 10,
23 and 27 to 30), respectively (Fig. 2).

Association with clinical
manifestations

Although some tendencies were ob-
served, after correcting for multiple
comparisons, any association reached
statistical significance.

Considering the cutaneous phenotype,
ACA-IgG+IgA tended to 1cSSc and
ATA-IgG to dcSSc phenotype. ACA-
IgG and Ro52-1gG+IgA had a tenden-
cy towards sineSSc (non-adjusted p-
values: 0.029, 0.004, 0.005 and 0.017,
respectively).

Regarding other clinical manifesta-
tions, ATA-IgG and ATA-IgG+IgA
positivity tended to be more prevalent
in patients with ILD (non-adjusted
p-value: 0.084 and 0.001). ACA-
IgG+IgA had a tendency towards tel-
angiectasias and ACA-IgA towards
arthritis (non-adjusted p-value: 0.027
and 0.083). Moreover, ATA-IgG posi-
tive patients had a higher prevalence of
digital ulcers.

Three out of 5 (60.0%) Ro52 mono-
specific patients (groups 27, 28 and 29)
had ILD whereas 35 out of 78 (44.9%)

R052 negative patients had ILD (Fig.
2). These differences were not statisti-
cally significant (OR: 1.84; p=0.656).
We did not find statistically significant
clinical association according to the
presence or absence of Ro52 autoanti-
bodies in positive patients for autoan-
tibodies included in the SSc classifi-
catory criteria (groups 1 to 9, 11 to 22
and 24 to 26). However, Ro52 presence
tended to be more frequent in dcSSc
patients (28.6% in Ro52 positive vs.
8.5% in Ro52 negative; p=0.062) while
neoplasia tended to be more frequent in
R052 negative patients (22.0% in Ro52
negative vs. 0% in Ro52 positive; non
adjusted p-value=0.059).

Interestingly, when comparing the pa-
tients with low titres of autoantibodies
(groups 9, 10, 22, 23, 26 and 29) with
negative patients for ACA, ATA, RP3
and Ro52 (group 30), the prevalence
of ILD was higher in low titers group
(4/6; 66%) than in negative patients
(5/17; 29.4%) but not statistically sig-
nificant (p=0.162) (Fig. 2).

Discussion

This study described the prevalence of
IgG and IgA isotypes of SSc criteria
autoantibodies and their association
with clinical manifestations in a Span-
ish cohort of SSc patients. Moreover,
Ro52 autoantibodies were also ana-
lysed. The main finding of this study is
that most of the SSc patients presented
with ACA, ATA, or RP3 autoantibodies
of IgA isotype in addition to IgG.
According to SSc-criteria autoanti-
bodies, in the sample analysed within
our cohort, the prevalence of ACA
was higher and the prevalence of ATA
was lower than those from the EU-
STAR registry (29), which included
8432 patients with SSc (ACA 48.5%
vs. 37.0%; p=0.002 and ATA 23.7%
vs. 39.0%; p=0.026, respectively). In
contrast, RP3 prevalence in our cohort
was similar to that of the EUSTAR reg-
istry cohort (5.2% vs. 4.0%; p=0.593).
As is known, most of the SSc patients
are monospecific for the autoantibodies
included in the 2013 SSc classification
criteria (10). According to previous
studies describing double positivity for
autoantibodies targeting different anti-
gens in only a few SSc patients (8), we

only found one double positive patient
with high ATA-IgG and low RP3-1gG,
and these results were confirmed by
other methods.

The performed study showed that IgA
isotype autoantibodies were present
in many patients with SSc. The high
prevalence of ACA-IgA and ATA-IgA
in the presence of the IgG isotype, as
previously described in other studies
(30-33) was confirmed in our study.
Most patients presented double posi-
tivity for the IgG and IgA isotypes for
the same specificity, while the number
of patients uniquely positive for IgA
positivity was very low. This fact un-
dermines the opportunity to minimise
the seronegative gap of SSc criteria
with IgA isotyping but may still pro-
vide more accurate information about
the clinical association and prognosis.
Regarding clinical relevance, the most
significant finding was the tendency
for ACA-IgG positivity in patients
with the sineSSc phenotype, while
ACA-IgG+IgA was more frequent in
the 1cSSc phenotype. Moreover, Ro52-
[gG+IgA had also a tendency towards
the presence of sineSSc. However, ACA
and Ro52 were independent (p=0.124).
Although these tendencies must be con-
firmed in other studies, the determina-
tion of ACA-IgA could provide an extra
tool to stratify patients according to the
cutaneous phenotype. However, in this
sense, we found that ACA-IgG+IgA
was more prevalent in patients with tel-
angiectasias, and isolated ACA-IgA in
patients with arthritis.

As reported previously (10), Ro52 ap-
peared concomitant with ACA, ATA, or
RP3 autoantibodies in 20% of patients
with SSc-criteria in our cohort. The
prevalence of Ro52 was similar among
the groups with ACA, ATA, RP3, or
SSc-cc negative autoantibodies pa-
tients. Monospecific Ro52 (without
SSc-criteria autoantibodies) has been
associated with ILD (OR 2.70) (25).
However, in our study, ILD prevalence
was similar regardless of the status
of Ro52 (monospecific versus Ro52
negative). In contrast to other SSc co-
horts (25,26), Ro52 prevalence in our
study (19.6%) was lower than ACA
(48.5%) and ATA (22.7%) prevalence.
As is common knowledge, the differ-
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ent autoantibodies detection methods,
including those to detect anti-Ro52,
have different sensitivity (34,35) and
this fact could account for these dif-
ferences. Interestingly, we found that
positivity to Ro52-IgG+IgA as well as
ACA-IgG tended to be more frequent
in sineSSc patients. Conversely, we did
not find differences in the proportion of
R052-1gG+IgA between patients with
isolated ACA-IgG and those negative
for ACA-IgG (p=0.124). Therefore,
these findings could indicate that ACA-
IgG and Ro52-1gG+IgA may have an
independent role in the sineSSc pheno-
type, which may characterise different
sineSSc clinical phenotypes.

Patients with low titers (1-5x cut-off)
of any of the evaluated autoantibodies,
when compared with negative patients,
had a higher prevalence of ILD (66%
vs.29%; p=0.162). Although there was
a small number of patients and differ-
ences were not statistically significant,
this result may point out that clinicians
have to be aware that even low titer
autoantibodies could be relevant, and
these patients could have an increased
risk to develop ILD.

A limitation of our study is the low
number of patients with SSc and, sub-
sequently, the low number of patients
within each group (ACA, ATA, RP3
and 1cSSc, dcSSc, sineSSc). Due to the
high prevalence of double IgG+IgA
positive patients in ACA and even
more in ATA patients, it was difficult
to decipher the role of the IgA isotype,
and some tendencies resulting from
association analyses should be consid-
ered carefully and confirmed in other
studies. However, our findings suggest
a role for Ro52 in addition to ACA in
the sineSSc phenotype that could be
related to the absence of ACA-IgA or
the presence of the Ro52-IgA isotype.
Another important limitation is that
autoantibodies had only been assessed
using one technique, but most of the
results were in accordance with IIF,
and the discordant results were within
the equivocal range. Additionally, only
the three autoantibodies included in the
classification criteria were assessed.
However, there are other autoantibod-
ies detected in patients with SSc, such
as U3-RNP/fibrillarin, Th/To, PM-Scl,
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Ku, NOR90, that were not tested be-
cause its low prevalence, and the cor-
responding need of larger cohorts for
a thorough analysis. As strength, our
cohort could be representative of the
Mediterranean or southern European
SSc population. The differences with
the EUSTAR registry may also be due
to geographical divergence.

The high IgG and IgA positivity preva-
lence makes us consider the sequential
appearance of these autoantibodies
since the very first symptoms of the
disease, or even before, and if they
are associated with one or other SSc
clinical phenotype. However, as our
study is retrospective and only in-
cludes well-established SSc diagnosed
patients resulting in a high prevalence
of autoantibodies. For these reasons,
these questions should be addressed in
subsequent prospective studies includ-
ing longitudinal sampling of patients
since first SSc symptoms for confir-
mation. These prospective studies
will highlight the diagnosis power of
IgA isotyping. Thus, larger studies are
needed to confirm the observed tenden-
cies between autoantibodies positivity
and clinical findings, and a prospective
study, including early SSc or recently
diagnosed “definite SSc” patients, may
be mandatory.
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