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LAVORO ORIGINALE

Anticorpi anti proteinas 3 nella sclerosi sistemica (ScS)
diffusa con impegno renale nor motensivo:
POSSONO essere suggestivi di una sovrapposizione
tra ScS e vasculite idiopatica?*

Anti-proteinase 3 antibodies in diffuse systemic sclerosis (SSc)
with normotensive renal impairment: isit suggestive
for an overlapping between SSc and idiopathic vasculitis?
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SUMMARY

Objective. To test the prevalence of anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) in systemic sclerosis (SSc) and to
verify a possible association of ANCA with normotensive renal involvement in SSc.

Patients and methods: 51 patients affected by SSc, 35 with diffuse scleroderma (dSSc) and 16 with limited scleroder-
ma (ISSc), were tested for ANCA by indirect immunofluorescence (I1F) on human ethanol and formalin-acetone-fixed
granulocytes (before and after DNase treatment), by conventional enzyme linked immuno-sorbent assay (ELISA) and
by capture-ELISA.

Results. Sx out of 51 selected SSc patients had ANCA by I1F (11.7%) and five presented a perinuclear/nuclear atypi-
cal ANCA pattern. In all cases we only found anti-proteinase3 (aPR3) antibodies. All ANCA positive patients had dif-
fuse form of SSc (17.1%), all were anti-Scl 70 positive (aScl 70), five patients had proteinuria, three had microscopic
haematuria. All ANCA positive patients were normotensive with normal renin plasma levels, the mean erythrocyte se-
dimentation rate (ESR) was higher in this group compared to the other SSc patients.

Conclusions. Our study shows that aPR3 is not rare in dSSc. According to the clinical and serological findings and
to the recent literature, we can hypothesise that when ANCA are found in SSc, an overlapping of scleroderma with

systemic necrotizing vasculitis should be suspected.

INTRODUZIONE

a sclerosi sistemica (ScS) € una malattia del
connettivo ad eziologia sconosciuta. L' etiopa-
togenesi della ScS é sconosciuta, S ritiene tuttavia
che il danno iniziale nella malattia risieda in una
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vasculopatia (1,2). Laforte associazione della ScS
con il fenomeno di Raynaud conferma che il dan-
no vascolare rappresenta una tappa fondamentale
nella patogenesi della sclerosi sistemica

D’ atraparte sappiamo chegli anticorpi rivolti con-
tro il citoplasmadei neutrofili (ANCA) sono con-
siderati come markers di alcune vasculiti sistemi-
che necrotizzanti (3). E infatti noto chegli anti-pro-
teinasi3 (aPR3) sono diagnostici per la granulo-
matosi di Wegener (GW) (4,5) mentre gli anti-mie-
loperossidasi (aMPO) sono fortemente associati
con la poliangioite microscopica e la glomerulo-
nefrite idiopatica necrotizzante (6,7). Inoltre gli
ANCA, specie di tipo perinucleare (PANCA), so-
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no stati ritrovati nel siero di pazienti affetti da al-
tre patologie quali epatiti autoimmuni, colite ulce-
rosa (8), artrite reumatoide (9,10), lupus eritema-
toso sistemico (11-13), sindromedi Felty (14), ma-
lattiadi Kawasaki (15) e piu recentemente, alcune
infezioni acute e croniche compresaquelladaHIV
(16,17). Il significato clinico e patogenetico di que-
sti anticorpi in tali patologie non & stato ancora
chiarito. Per quanto riguarda la sclerosi sistemica
esistono pochi dati in letteratura. In particolare, di-
versi Autori hanno ipotizzato un possibile ruolo
patogenetico degli anti-MPO nel coinvolgimento
renale della sclerodermia (18-20), ma questa ipo-
tesi non & stata confermata da altri autori (21).

In questo lavoro descriviamo le caratteristiche cli-
niche e sierologiche di 6 pazienti affetti da sclero-
dermia diffusa con anticorpi anti-PR3 e le con-
frontiamo con | e caratteristiche dei pazienti ANCA
negativi.

PAZIENTI E METODI

| sieri di 51 pazienti affetti da sclerodermia (44
donne, 7 uomini) trattati presso il nostro centro da
giugno 1994 a novembre 1998 sono stati retro-
spettivamente testati per gli ANCA. Ladiagnosi di
ScS e statafattain accordo coni criteri ARA (22).
Sulla base dell’ estensione del danno cutaneo, 35
pazienti sono stati classificati come sclerodermia
diffusa (dScS) e 16 come sclerodermia limitata
(1ScS) (23). Dei 35 pazienti con forma diffusa, 30
erano positivi per anticorpi anti-topoisomerasi |
(anti-Scl70). L’ etadei pazienti eracompresatra33
e 74 anni (etamedia 53 anni) e la durata di malat-
tiavariavadai 6 ai 444 mes (in media 104 mesi).
| sieri sono stati conservati in aliquote da0.5 ml a
—70°C fino a dosaggio. Sono stati testati i sieri di
120 donatori sani come gruppo di controllo.

Tutti i sieri sono stati testati per lapresenzadi AN-
CA in IFl usando neutrofili fissati in etanolo in ac-
cordo con la metodica approvata al 1° Workshop
Internazionale sugli ANCA (25). Questi tests sono
stati eseguiti in due laboratori diversi (lab 1 elab
2, rispettivamente Istituto di Reumatologia di Sie-
na, Italia, e Dipartimento di Nefrourologia e Di-
partimento di Allergologiae lmmunologiaclinica,
Milano, Italia). Inoltre, sono state eseguite due tec-
niche per evitarel’interferenza dovuta alla presen-
za di anticorpi anti-nucleo. In primo luogo, tutti i
campioni sono stati testati su substrati fissati in for-
malina-acetone (0.25% formalina, 45% acetone,
2.2mM tampone fosfato) e successivamente, tutti i

sieri ANCA positivi, sono stati ricontrollati in IFl
usando vetrini con neutrofili pretrattati con Dnasi.
Inbreve, laDnasi liofilizzata (Sigma) & stata sciol-
tain 1 ml 150 mM NaCl e diluitain 40 mM Tris-
HCl pH7.9, 10mM NaCl, 6mM Mg CI2, 10 mM
CaCl2 a 3ug/ml come concentrazione finale. | ve-
trini sono stati incubati con enzima diluito o tam-
pone per 30° a 37°C in camera umida (26). Dopo
3 lavaggi con PBS per 5 ciascuno, I'IFI é stata
eseguitacome giadescritto. Per laricercadegli an-
ticorpi anti-PR3 sono stati utilizzati un kit del com-
mercio (Shield diagnostics, Sw) (lab 1) e una me-
todica ELISA elaboratain casa (Iab 2) (27). Inol-
tre tre campioni di siero positivi in ELISA per gli
aPR3 sono stati testati con la capture ELISA (lab
3, Wiedlab, Lund, Sweden) (28). Per laricerca de-
gli anticorpi anti-lattoferrina (aLF) e aMPO sono
state utilizzate metodiche ELISA fattein casa, co-
me precedentemente descritto (13). E stata esegui-
ta anche la ricerca degli ANA in IFI (HEp-2000,
Immuno-Concepts, Sacramento, USA) utilizzando
FITC coniugato anti-1gG umane. Gli anticorpi an-
ti-antigeni nucleari estraibili (ENA) sono stati ri-
cercati inimmunodiffusione doppia (Immuno-Con-
cepts, Sacramento, USA).

Analis statistica

| valori medi di alcuni parametri di laboratorio so-
no stati confrontati con I’ U-test di Mann-Whitney.
Le frequenze sono state confrontate con il test di
Fischer. Un p< 0.05 € stato considerato significa-
tivo.

RISULTATI

Trai 51 sieri di pazienti affetti da sclerodermiate-
stati per gli ANCA, 6 sono risultati positivi
(11.7%). Tutti tranne uno (CANCA) presentavano
un pattern atipico di fluorescenza sul substrato fis-
sato in etanolo, caratterizzato da una combinazio-
ne di tipo perinucleare/nucleare con qualche pun-
teggiatura nel citoplasma (Fig. 1d). In formalina
acetone tutti questi pattern diventavano citopla-
smatici. Lafig 1b mostrail pattern nucleare di un
siero positivo per anticorpi anti-Scl 70, negativo per
gli ANCA.. Inaspettatamente, quando testati in ELI-
SA, la specificita antigenica di questi sieri era an-
ti-PR3 in tutti i casi. Infatti in nessun caso e stata
riscontrata una positivita per anti-LF e anti-MPO.
Questo riscontro € stato confermato anche con la
capture ELISA su tre di questi sieri. Il pre-tratta-
mento con laDnasi (26) inoltre, abolivacompleta-
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Figura 1a, b - Quadro fluoroscopico (IFl) (400x) dei neutrofili fissati in etanolo utilizzando sieri di pazienti affetti da dScS. (a) pattern perinucleare
atipico in siero con positivita per aPR3 e aScl70; (b) pattern nucleare in siero con aScl70 e negativita per gli ANCA.

mente la fluorescenza perinucleare/nucleare, la-
sciando solo un debole pattern citoplasmatico in
due dei sieri testati.

| dati demogréfici, clinici esierologici di questi sel
pazienti sono illustrati nella Tab. I.

Tutti i pazienti erano affetti da sclerodermia diffu-
sa con anticorpi anti-Scl 70, cinque su sei presen-
tavano proteinuria, VES elevata e valori normali di

creatinina plasmatica e di renina. La pressione ar-
teriosa eranormale. In tre pazienti € stato possibi-
le dimostrare retrospettivamente la presenza di
ematuria microscopica. Inoltre, a momento del
prelievo, tutti i pazienti erano trattati con steroidi
(dosaggio medio 15 mg di prednisone al giorno) e
quattro di loro (paz 1,2,4,5 dellatabellal) aveva
no ricevuto boli di ciclofosfamide (1 grammo a

Tabella I - Caratteristiche demografiche, cliniche e sierologiche di 6 pazienti affetti da dScS aPR3 positivi.

Pazienti: 1 2 3 4 5 6
Eta/sesso 55/F 44/M 39/F 71/F 45/F 52/M
Durata di malattia (mesi) 96 48 72 12 24 72
Sclerodermia diffusa. Si Si Si Si Si Si
Fenomeno di Raynaud Si Si Si Si Si Si
fibrosi polmonare(*) Si Si No Si Si Si
Coinvolgimento esofageo(/) Si Si No Si Si Si
proteinuria (>0.15 g/24 h) 1.8 1.3 1.2 1.4 No 1.5
microematuria Si Si No No Si No
Press. Art.(v.n.<140/90mmHg) Norm. Norm. Norm. Norm. Norm. Norm.
VES(v.n. <20 mm/h) 100 68 28 35 32 60
GR(x10”/mm’) 4050 4800 4449 5005 4093 5011
GB(mm’) 11000 10200 7600 15000 8200 11900
Piastrine(x10’/mm’) 526 399 378 159 350 459
Renina. (1.5-5.7ng/ml/h)(**) Norm. Norm. Norm. Norm. Norm. Norm.
Creatinina (v.n.: 0.6-1.2 mg/dl) 1.1 0.9 0.8 1.3 0.5 0.8
Fattore Reumatoide Pos Neg Neg Neg Neg Neg
ANA(¥*¥) Pos Pos Pos Pos Pos Pos
aScl-70 Pos Pos Pos Pos Pos Pos
Anticorpi anti-centromero Neg Neg Neg Neg Neg Neg
ANCA lIF pANCA® pANCA® pANCA® pANCA® pANCA® cANCA
aPR3 pos Pos Pos Pos Pos Pos
Legenda Tab. |

(*) La fibrosi polmonare ¢ stata diagnosticata e valutata in accordo con i criteri precedentemente pubblicati (24)

(**) La renina & stata misurata in ortostatismo

(***) | pattern degli ANA erano omogeneo e nucleolare (titolo medio = 1:640 e 1:1280, rispettivamente). Questo pattern IFl & caratteristico dei sieri posi-
tivi per gli aScl70.

(°) Il pattern fluoroscopico ¢ perinucleare atipico

(M) 1l coinvolgimento esofageo € stato valutato con mezzi radiologici convenzionali (esofago baritato) e con esofagomanometria.
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Tabella Il - Caratteristiche demografiche, cliniche e sierologiche di 51 pazienti affetti da sclerodermia divisi in funzione della variante clinica

e della presenza degli ANCA.

Variante clinica dScS ANCA + dScS ANCA - 1ScS

N° di pazienti 6 29 16

Eta media (anni) 51 53.5 55
Durata media malattia (mesi + SD) 54 + 36 97 + 96 156 + 156
fenomeno di Raynaud (%) 100 100 100
Coinvolg. Gastroint. (%) 66.6 61 50
Fibrosi Polmonare (%) 83.3 88.8 12.5
Ematuria (%) 50 19.2 12.5
Renina (v.n. 1.5-5.7) 4.2 n.t. (A n.t.(A)
Proteinuria (v.n. <0.150 g/L)

(media g/L + SD) 0.67 + 0.7 0.45 + 0.44 0.25+0.28
Pressione arteriosa sistemica elevata (%) 0 14.3 18.7
V.E.S (media + SD)° 40.2 £20.62* 2437 £21.25 14.7 + 8.05
Creatinina (media mg/dl) 0.92 0.96 0.84
Legenda Tab.Il

(A) Non testato

° Velocita di sedimentazione degli eritrociti

*p < 0.05 vs ANCA- dScS and IScS

mese per sei mesi consecutivi) per trattare una fi-
brosi polmonare rapidamente ingravescente. Nes-
suno di questi pazienti assumeva ACE-inibitori, D-
penicillamina o altri farmaci potenzialmente ne-
frotossici che avrebbero potuto giustificare la pre-
senzadi proteinuriaisolata. In cinque pazienti era
presente una fibrosi polmonare. L’ unico paziente
senza segni di fibrosi riscontrabili radiologica-
mente presentava un moderato deficit ventilatorio
restrittivo rilevato con le prove di funzionalita re-
spiratorie. Un paziente (numero 4) aveva anticorpi
anti-cardiolipina (aCl) e riferiva due episodi di
trombosi venosa profonda a carico degli arti infe-
riori, precedenti alla comparsa dellasclerosi siste-
mica. Due pazienti riferivano una anamnesi fami-
liare positivaper malattie reumatiche; lamadre del-
la paziente 1 & deceduta per complicanze legate a
una sclerosi sistemica, mentre la madre del pa-
Ziente 2 era affetta da artrite reumatoide.

| 51 pazienti sclerodermici sono stati suddivisi in
tre gruppi in funzione della presenza degli ANCA
e dell’ estensione del danno cutaneo. Le caratteri-
stiche cliniche e sierologiche di questi gruppi so-
no descritte nella tabella 11. Abbiamo riscontrato
una durata di malattia inferiore nella forma diffu-
sa ANCA positiva, confrontata con la forma AN-
CA negativa e con laforma limitata, ma questo ri-
scontro non € statisticamente significativo. Lapro-
teinuria era piu frequente ed elevata nel gruppo
ANCA positivo (dato non significativo) einfine la
VES erasignificativamente pit elevatanellaforma
diffusa ANCA positivarispetto aquellaANCA ne-

gativa (p < 0,05). Per quanto riguarda le caratteri-
stiche immunologiche dei nostri pazienti, i sei pa-
Zienti affetti da dSSc presentavano una positivita
degli ANA con pattern omogeneo e nucleolare ad
un titolo medio di 1:1280 e 1:640; i sieri dei 6 pa-
Zienti risultavano positivi per anti-Scl70.
Nellaforma limitata gli ANA sono stati riscontrati
nell’87% dei casi (14/16). Il pattern era centromeri-
co ad un titolo medio di 1:5120. Anticorpi anti-Ro
sono stati riscontrati in 10% delleforme diffuse AN-
CA negative. Nessuno dei 35 pazienti affetti dafor-
ma diffusa aveva anticorpi anti-centromero. Inoltre
non sono stati riscontrati altri anti-ENA o anticorpi
anti-DNA nella nostra casistica. Per quanto riguar-
dai controlli sani, sono stati riscontrati anticorpi an-
ti-nucleari in 2 cas (1:80) e nessuna fluorescenza
per ANCA. Non sono stati riscontrati anticorpi anti-
PR3, mentre 2 sieri hanno presentato bassi titoli di
anticorpi anti-MPO e anti-LF.

DISCUSSIONE

Il primo aspetto del nostro lavoro che meritadi es-
sere commentato riguarda la presenza, in 5 dei 6
sieri ANCA positivi, di anticorpi anti-PR3 con un
pattern fluoroscopico di tipo perinucleare/nuclea-
re, anziché citoplasmatico come solitamente do-
vrebbe essere. Possiamo ipotizzare almeno due
spiegazioni: laPR3 potrebbe essereridistribuitain-
torno al nucleo ericonoscerein questi pazienti epi-
topi diversi daquelli comunemente riscontrati nel-
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laGW e meno frequentemente in altre vasculiti ne-
crotizzanti. La seconda ipotesi € che il pattern p-
ANCA in etanolo siadovuto alla coesistenza degli
ANA. | risultati dell’ esperimento usando un pre-
trattamento con Dnasi sembrano supportare questa
seconda ipotesi. |1 significato clinico e patologico
di questo riscontro deve comunque essere ulterior-
mente valutato, cosi come la correlazione funzio-
nale e biologica tra anti-Scl 70 e a PR3 nella ScS.

Il secondo aspetto originale € la presenza degli an-
ticorpi anti-PR3 in un certo numero di pazienti af-
fetti dascleros sistemicadiffusa(6/35; 17.1%). La
positivita per questi anticorpi € stata confermataiin
3 laboratori divers utilizzando metodi e tecniche
differenti (compresa la capture ELISA). Owvia
mente non si puo escludere la coesistenza di altre
specificitaantigenichedi tipo ANCA, danoi nonte-
state, che sono comungue molto meno caratteristi-
che e il cui significato clinico risulta sconosciuto.
In precedenti studi Endo et al (18) hanno riscontra-
to aMPO in 6 pazienti sclerodermici su 100 (6%).
Questi pazienti sono andati tutti rapidamente in-
contro ad insufficienzarena eingravescente. Cingque
di questi pazienti erano normotesi e la biopsia re-
nale, disponibilein 3 casi, hadimostrato lesioni ne-
crotizzanti con minimi depositi di immunocom-
pless.. Questi riscontri hanno portato gli Autori a
concludere che un sottogruppo di pazienti sclero-
dermici puo presentare un impegno renale normo-
tensivo ed emorragie polmonari. Questi pazienti
erano caratterizzati da un punto di vista sierologi-
co dalla presenza di anticorpi anti-MPO. Locke et
al (21) hanno riscontrato aM PO nel siero di pazienti
affetti da sclerodermia (2.5%) su 81 pazienti. Uno
di questi due pazienti ha presentato un coinvolgi-
mento renale istologicamente caratteristico della
vasculite farmaco-indotta, probabilmente imputa-
bile al trattamento con D-penicillamina. Contraria-
mente ad Endo, Locke suggeriva che gli ANCA s
ritrovano raramente nella sclerodermia e che non
possono essere considerati come una variante del-
lamalattia. Secondo Locke, gli aMPO associati a
coinvolgimento renale, nella sclerodermia, hanno
cause diverse rispetto alla malattia di base eil loro
riscontro in un paziente affetto da SSc deve indur-
re a cercare una patologia indipendente.

Un terzo lavoro su questo argomento € stato pub-
blicato da Akimoto et al (20). Gli Autori hanno ri-
trovato aMPO in 7 pazienti affetti da sclerodermia
su 77 (11.7%), esattamente la stessa prevalenza che
abbiamo riscontrato nel nostro gruppo di pazienti (6
su 51). Uno di questi 7 pazienti & deceduto per una
vasculite sistemica necrotizzante e gli atri 6 non

hanno presentato sintomi riferibili a vasculite siste-
mica o a coinvolgimento renae. Akimoto ha sug-
gerito che gli aM PO possano essere considerati co-
me marcatori sierologici di acuni sintomi nellascle-
rodermia. Piu recentemente, 2 casi clinici sono sta-
ti pubblicati (29,30) descrivendo la coesistenza di
sclerodermia diffusa e glomerulonefrite pauciim-
mune in due pazienti positivi per aMPO e aScl 70.
Appare importante sottolineare che in questi studi
non sono mai stati ricercati gli anticorpi anti-PR3
probabilmente per il riscontro di p-ANCA in IFl.
Contrariamente ai risultati presentati in 2 prece-
denti studi (18,21) e in accordo con il terzo (20),
abbiamo dimostrato che la presenza degli ANCA
nella sclerodermia non é rara, specialmente nella
formadiffusadi malattia (17.1%) con impegno re-
nale normotensivo evalori plasmatici di reninanor-
mali. Sfortunatamente nei nostri pazienti la bio-
psia renale non é stata eseguita per il migliora-
mento della funzione renale e la riduzione della
proteinuria dopo il trattamento steroideo €/o im-
munosoppressivo. Questo pud rappresentare il li-
mite del nostro studio. Infatti, essendo uno studio
retrospettivo, I’ unica dimostrazione della possibi-
le coesistenza di dScS e vasculite sistemica nella
nostra casistica € il riscontro anamnestico di ema-
turiain 3 casi (pazienti 1,2,5). Inoltre, la presenza
di proteinuriaisolata in alcuni dei nostri pazienti
puod essere imputabile ad una sindrome nefrosica
dovuta ad una glomerulonefrite in remissione do-
po la terapia immunosoppressiva.

E difficile spiegare perché non abbiamo riscontra-
to aM PO nellanostra casistica. Possiamo ipotizzare
delle differenze @) nel pattern della sclerodermia,
trale diverse popolazioni, dovute probabilmente a
influenze genetiche e/o ambientali, b) nel numero
di pazienti studiati.

In conclusione, anche se, per i motivi sopra elen-
cati, non possiamo dare una chiara dimostrazione
della presenza di una vasculite sistemica necrotiz-
zante nei nostri pazienti affetti dasclerodermiadif-
fusa, i nostri risultati, supportati da quelli prece-
dentemente pubblicati, suggeriscono che gli AN-
CA nellasclerodermia, se di tipo aM PO ed oraan-
che aPR3, devono indurre a sospettare una sovrap-
posizione con unavasculite sistemica necrotizzan-
te. In questi casi, devono essere eseguiti gli accer-
tamenti clinici necessari, compresa la biopsia re-
nale. Questo permetterebbe di fare unacorrettadia-
gnosi differenziale tra rene sclerodermico, vascu-
lite renal e ed eventual mente nefropatia farmaco-in-
dotta, e di impostare una strategia terapeutica piu
appropriatain questi pazienti.
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RIASSUNTO

Scopo del lavoro: testarelaprevalenzadegli ANCA nella sclerodermiae verificare una possibile associazione con |’ im-

pegno renale normotensivo.

Pazienti e metodi: gli ANCA sono stati cercati in 51 pazienti affetti da ScS con diverse metodiche (IFI, ELISA e cap-

ture ELISA).

Risultati: gli ANCA sono stati trovati in 6 pazienti (anti-PR3), tutti affetti daforma diffusacon positivita degli aScl70,
con impegno renale normotensivo e valori normali di reninemia.
Conclusioni: gli a@PR3 non sono rari nella ScS e laloro presenza potrebbe indicare una sovrapposizione tra scleroder-

mia e vasculite necrotizzante.
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