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Papel de la respuesta inmune innata en la patogenia y desarrollo de atrofia en

pacientes con miopatias inflamatorias idiopaticas

L Introduccion.
Las miopatias inflamatorias idiopaticas (MII) son un grupo heterogéneo de enfermedades autoinmunes
sistémicas con diversos fenotipos que incluyen a la dermatomiositis (DM), polimiositis (PM), miopatia
necrosante inmunomediada (MN) y sindrome anti sintetasa (SA) [1]. La causa y fisiopatogenia de las MII no
son completamente conocidas, pero se sabe que involucran elementos de la respuesta inmune adaptativa,
innata, mediadores inflamatorios solubles y mecanismos no inmunes [2].
.1 Inmunidad innata en la fisiopatogenia de las Miopatias inflamatorias idiopaticas
A pesar del avance en el estudio de la fisiopatogenia de las MII, el papel de la inmunidad innata no ha sido
completamente determinado. En pacientes con miopatias inflamatorias, aproximadamente 34% de las fibras
expresan TLR4 [3] que es un receptor de HMGBI, la cual es una proteina pro-inflamatoria y quimiotactica
que se ha encontrado en el citoplasma de mioblastos, células inflamatorias y endoteliales [4]. A este respecto
la proteina HMGBI es fundamental en el impedimento de la contracciéon muscular ya que actla sefializando
a través de TLR4 para aumentar la fatiga muscular, mediante la reduccion de la liberacion de calcio
proveniente del reticulo sarcoplasmico [3, 5].
Como parte de la inmunidad innata, los monocitos y los neutrofilos parecen ser fundamentales en la
inflamacion muscular. Los monocitos son efectores importantes de la respuesta autoinmune patogénica [6,
7], ya que infiltran el musculo y son precursores de los macréfagos, que forman parte del infiltrado
inflamatorio endomisial y perimisial en las biopsias de todos los subtipos de miopatias inflamatorias [8]. Los
monocitos son capaces de fagocitar, presentar antigenos, secretar citocinas [9-11] y de expresar multiples
receptores tipo Toll (TLR) incluyendo 2 y 4 [12, 13]. Recientemente, se han descrito 3 diferentes subtipos
de monocitos de acuerdo con su expression del receptor de LPS (CD14) y de FcyRIII (CD16): clasicos
(CD14++/CD16-), intermedios (CD14++/CD16+) y no-clasicos (CD14+/CD16++) [9, 14]. Dichas
poblacidones de monocitos han demostrado ser genética y funcionalmente distintas [15], y en multiples
enfermedades autoinmunes se ha observado una expansion de monocitos intermedios, por lo que se

consideran pro-inflamatorios [14-17].



Con respecto a los neutrofilos, se sabe que juegan un papel fundamental en el dafio a membranas de miocitos,
en donde aparentemente los diferentes ciclos de isquemia reperfusion promueven la liberacion de radicales
libres de oxigeno con el consecuente dafio de membrana [18]. En modelos animales, hay lisis de la membrana
celular con necrosis mediada por neutrofilos a las 2 horas del reinicio del movimiento después de periodos
de tiempo prolongados de inmovilidad, mientras que se observa infiltraciéon por macréfagos 12-24 horas
después [18]. Cuando los miocitos se exponen a neutrofilos peritoneales de raton, hay destruccion de miocitos
inclusive en ausencia de mieloperoxidasa (MPO), lo cual implica que algunos de los mecanismos de
destruccion de miocitos pueden ser independiente de esta enzima [18]; sin embargo, una vez que se recupera
la movilidad de un musculo previamente inmovil, aumenta la actividad de MPO [18]. La adicion de
superoxido dismutasa (SOD) aumenta aun mas la lisis de miocitos mediada por MPO probablemente en
relacion al aumento del peroxido de hidrogeno inducido por SOD que a su vez se transforma en acido
hipocloroso [18].

Los neutréfilos son las células mas abundantes en sangre periférica y el indice de neutrofilo/linfocito
correlaciona con la velocidad de sedimentacion globular (VSG), la proteina C reactiva (PCR) y la presencia
de enfermedad pulmonar intersticial en DM [3]. Dos tipos de neutrofilos han sido reconocidos de acuerdo
con su sedimentacion después de la separacion de sangre por gradientes de densidad, los neutréfilos
convencionales y los granulocitos de baja densidad (GBD); estos tltimos pueden ser distinguidos de los
monocitos por su elevada expresion de CD15 y nula expresion de CD14 en las preparaciones de células
mononucleares (CMNs) [4]. Ademas, los GBD CD10+ se consideran neutr6filos maduros y se han
encontrado aumentados en multiples enfermedades autoinmunes como lupus y vasculitis ANCA [19],
mientras que las CD10- se consideran precursores inmaduros presentes en infecciones graves [20]. Los GBD
de pacientes con lupus favorecen un fenotipo Thl [21] y son células productoras de trampas extracelulares
de neutrofilos (NETs, por sus siglas en inglés), que son estructuras fibrilares compuestas por cromatina
decorada con componentes de los granulos de neutréfilos y que han sido reconocidas como un factor
patogénico en multiples enfermedades autoinmunes [22]. Ademas, las NETs han demostrado ser una fuente

de moléculas pro-inflamatorias como HMGB1 y LL-37 [23].



L.2. Respuesta inmune innata y su relacion con el desarrollo de atrofia muscular. Se define como atrofia
muscular a la disminucién en el tamafio de los miocitos [24]. El musculo esquelético es un tejido dindmico
que recibe sefiales anabdlicas que incrementan la sintesis de proteinas a través de la via del factor de
crecimiento similar a insulina (IGF1/AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR)) [24], mientras que los
estimulos catabolicos incluyen denervacion, inactividad, microgravedad, ayuno por cancer, SIDA, diabetes,
falla renal y cardiaca [24] e inflamacion sistémica [25]. Los pacientes con MII presentan inmovilidad,
inflamacion muscular y sistémica como potenciales causas de atrofia. Ademas, en estudios histopatologicos
de pacientes con DM sin tratamiento inmunosupresor, se han encontrado sensores de acidos nucleicos dentro
de las células musculares incluyendo TLR3 y RIG-I en fibras perifasciculares, perimisiales y atroficas [26],
asi como TLR9, RIG-I y BDCA-2 en el infiltrado inflamatorio de las biopsias de pacientes con DM/PM [26]
y expresion de TLRY en el sarcolema [27]. Dichos hallazgos conectan a las proteinas reguladas con interferon
con la atrofia muscular en MII.

El musculo esquelético posee 4 formas de destruccion proteica incluyendo el lisosoma, calpainas, sistema
ubicuitina-proteasoma y caspasas, siendo la ubicuitinacion el principal sistema mediador de atrofia muscular
[28]. El sistema de ubicuitinacion involucra una modificacion postraduccional (MPT) mediante la cual se
conjugan una o varias moléculas de ubicuitina a un sustrato proteico mediante tres reacciones enzimaticas
secuenciales, que involucran a las enzimas E1 (activadora), E2 (conjugadora) y E3 (ligasa), la cual se encarga
de catalizar la transferencia de la ubicuitina activada a un residuo de lisina del sustrato proteico [29].
Evidencia reciente proveniente, tanto de modelos animales, como de humanos apoyan el papel de las ligasas
TRIM como reguladoras de la inmunidad innata y adaptativa [30]. Particularmente, se ha reportado la
activacion de la via de ubicuitina-proteosoma en un modelo murino de miositis inmune (dependiente de la
sobre-expresion de MHC-I) mediante SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell culture) y
espectrometria de masas [31]. En este trabajo se encontr6 un incremento significativo en la ubicuitinacion de
diversas proteinas musculares, lo cual fue especifico de la presencia de miositis, no se encontr6 en otras
miopatias como las disferlinopatias y se asocid cronologicamente con el inicio de los sintomas musculares
[31]. También se ha demostrado que existe incremento en los transcritos de enzimas modificadoras de

ubicuitina (UbelL, Ube2L6) en el musculo de pacientes con DM [32].



En el musculo esquelético, dos especies fundamentales de E3 ligasas de ubicuitina llamadas atrogin-
I/MAFbx (muscle atrophy F-box protein) y MuRF-1 (muscle RING finger-1 protein) o TRIM63 se
encuentran sobre expresadas en estados catabolicos e interactian con el complejo calcineurina A-a-actinina
2 y con titina respectivamente [28] y al mismo tiempo, la deficiencia de estas ligasas reduce 56% la atrofia
[33]. Mediante ensayos de ubicuitinacion in vitro, se ha reportado que los sustratos de TRIM63 incluyen a la
cadena pesada de miosina, péptido C de unién a miosina y cadenas ligeras de miosina 1 y 2 [34].
Especificamente, la ubicuitinacion de la cadena pesada de miosina se asocia a su degradacion por la via del
proteosoma y a la presencia de atrofia inducida por dexametasona en un modelo murino [34].
L.3. Importancia clinica de la atrofia muscular en pacientes con MII. Las MII son una causa fundamental
de morbilidad secundaria a atrofia muscular y de muerte prematura por infecciones, cancer, enfermedad
cardiovascular y enfermedad pulmonar intersticial (EPI) [35]. Desde el punto de vista clinico, cabe resaltar
que la atrofia muscular se considera un signo de dafio acumulado dentro de los 11 aparatos y sistemas que
toma en cuenta el indice de dafo de miositis (myositis damage index (MDI), por sus siglas en inglés) [36] y
que la discapacidad relacionada con la disfuncion muscular reduce la calidad de vida de los pacientes con
MIL. Casi el 100% de los adultos con MII desarrollan dafio acumulado 18 meses después del diagndstico de
la enfermedad y algunos estudios han demostrado que se desarrolla atrofia hasta en el 83.3% de los casos
con una alta prevalencia de discapacidad secundaria a atrofia o disfuncion muscular en el 74-84% de los
pacientes [37].
En resumen, se tiene evidencia de que los componentes del sistema inmune innato (neutréfilos, macrofagos)
contribuyen al dafio muscular. Ademas la atrofia muscular en MII es multifactorial y posiblemente se
encuentra mediada por la conjuncion de inmovilidad, inflamacion sistémica incluyendo la secrecion de IFN
tipo I y Il y la activacion de la via de ubicuitina-proteasoma. Sin embargo, la mayoria de esta evidencia
proviene unicamente de modelos animales, o pacientes con patologias que se asocian al desarrollo de
sindromes caquécticos, como diabetes, sepsis y cancer.

II. Planteamiento del problema.
El conocimiento del papel de los componentes de la inmunidad innata como biomarcadores de actividad,
respuesta clinica completa y contribuyentes a la inflamacion y atrofia en las MII es escaso. Ademas, se

desconoce si existen alteraciones en la expresion de las ligasas de ubicuitina Atrogin-1 y MuRF1 en pacientes



con MII y su relacion con las proteinas reguladas por interferones, que constituyen citocinas clave en la
patogenia de dichas enfermedades.

II1. Justificacion
La atrofia muscular es una secuela irreversible e incapacitante en pacientes con MII, por lo que el analisis de
las ligasas de ubicuitina que la promueven es fundamental. Ademads, analizar los componentes de la
inmunidad innata como biomarcadores de actividad en pacientes con miopatias y su contribucion dafio
muscular irreversible contribuira a completar el esquema fisiopatogénico de la inflamacion y atrofia muscular
en pacientes con MII. De manera secundaria, es posible que la expresion de dichas ligasas de ubicuitina
pueda ser un factor de prondstico en sujetos con MII y el disecar la via de accion de dichas enzimas permitira
proponer medidas preventivas para evitar la aparicion de atrofia muscular.

Iv. Hipétesis
Los pacientes con MII presentaran alteraciones cuantitativas y cualitativas en los componentes de la
inmunidad innata (neutr6filos y monocitos), asi como un incremento en la expresion de las E3 ligasas de
ubicuitina TRIM 63 y Atrogin-1 y de las proteinas relacionadas con interferones en musculo asociada la
presencia de atrofia.

V. Objetivo primario
Analizar las alteraciones en la proporcion y funcion de las subpoblaciones de monocitos y neutrofilos, asi
como la expresion de las E3 ligasas de ubicuitina TRIM63 y Atrogin-1 en musculo y CMNs y su asociacion
con proteinas inducidas por interferones en tejido muscular de pacientes con MII.

VL Objetivos especificos
1. Evaluar la proporcion de las subpoblaciones de monocitos (clasicos, no clasicos, intermedios), su expresion
de TLR2 y TLR4 y su relacion con las caracteristicas clinicas de pacientes con MII.
2. Evaluar la proporcion de GBD y su asociacion con caracteristicas clinicas de pacientes con MIIL.
3. Evaluar la capacidad de los neutréfilos convencionales y de GBD para producir NETs y su contenido
proteico, asi como la presencia de NETs en tejidos de pacientes con MII.
4. Evaluar los niveles de citocinas circulantes en pacientes con MII.
5. Analizar la relacion entre la expresion de las E3 ligasas de ubicuitina atrogin-1 y TRIM63 y las proteinas

relacionadas con interferones.



6. Evaluar la expresion de Atrogin-1 y TRIM63 en diversas subpoblaciones de CMNs (linfocitos T CD4+,
CD8+, monocitos clasicos) y su asociacion con atrofia clinicamente determinada.

VII. Métodos.
VIL 1. Integracion de la cohorte de pacientes con miopatias inflamatorias idiopaticas. Desde 2016, en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) se integr6 una cohorte
con reclutamiento escalonado compuesta por 142 pacientes con diagnostico de MII de acuerdo a los criterios
de ACR/EULAR, Bohan y Peter, Connor y Sontheimer [38-41]. A lo largo de su seguimiento, se han medido
cada 3-4 meses las siguientes escalas de actividad y dafio [38]:

1. Manual muscle testing (MMTS).

2. Actividad global por parte del médico y el paciente mediante escala visual andloga (EVA).

3. Myositis disease activity assessment tool (MDAAT).

4. Myositis intention to treat activity index (MITAX).

5. Health assessment questionnaire (HAQ).

6. Enzimas musculares.

7. Cutaneous dermatomyositis disease area and severity index (CDASI), como escala de actividad y

dafio cutaneo.

De igual forma, en cada visita se ha registrado el tipo y dosis de tratamiento inmunosupresor y la presencia
de actividad de la enfermedad, respuesta clinica completa y remision. Se definié6 como respuesta clinica
completa a la ausencia de actividad muscular o extra-muscular en presencia de tratamiento inmunosupresor
y remision a la ausencia de actividad muscular y extra-muscular sin tratamiento inmunosupresor [42]. Al
momento del diagndstico, se llevo a cabo una capilaroscopia del lecho ungueal para evaluar la presencia de
capilares dilatados, mega-capilares, hemorragias, trombosis, neo-vascularizacion o ausencia de capilares [43]
con un capilaroscopio 500X. Del expediente clinico se registré la afectacion pulmonar y cardiaca. Se definio
como atrofia clinicamente determinada a la pressencia de al menos 1 punto en el dominio muscular del MDI
[38]. Se midieron los titulos y patrones de anticuerpos anti nucleares mediante inmunofluorescencia indirecta
y los anticuerpos especificos y asociados a miopatias mediante el kit EUROLINE (Euroimmune AG,
Luebeck, Alemania). Se excluyeron para este estudio los pacientes con padecimientos inflamatorios crénicos

y que conllevan atrofia como DM2, EPOC, neoplasias malignas, sepsis, dafio por denervacion.



VIL.2. Inmunotipificacion mediante citometria de flujo. Una muestra de sangre venosa periférica de
pacientes con MII y controles sanos ajustados para edad y género se separdé mediante gradientes de densidad
con Lymphoprep (Stemcell Technologies, Vancouver, Canadd). Se tomo el anillo CMNSs y las células se
lavaron dos veces con phosphate buffered saline (PBS). Se agregé el marcador de viabilidad Zombie aqua
(Biolegend, San Diego, California, EUA) y posteriormente las células se lavaron 2 veces con suero fetal
bovino al 5% en PBS.

Las células se marcaron con los siguientes anticuerpos acoplados a fluorocromos: CD3-APC-H7, CD4-
AF488, CD8-PE-CF594, CD14-PerCP, CD10-PE, CD15-FITC, TLR2-BV421, TLR4-APC (Biolegend, San
Diego CA, EUA). En 45 pacientes, se evalud la proporciéon de monocitos clasicos (CD14++, CD16-),
intermedios (CD14+, CD16+) y no clasicos (CD14+, CD16++) de acuerdo con la International Union of
Immunological Societies [44]. De igual forma, se calculé la proporcion de cada subpoblacion de monocitos
que expresaban TLR2 y TLR4 y la intensidad media de fluorescencia (IMF) de cada uno.

En 65 pacientes, se determind la proporcion de GBD. Los GBD totales fueron aquellos CD15+, CD14- en el
gate de CMNs, mientras que los maduros fueron positivos para CD10 y los inmaduros CD10-. En el
retrogating, se corroboroé que la poblacion cuantificada corresponde a neutréfilos

En 35 pacientes sin tratamiento con esteroides o con menos de dos semanas de consumirlos, se evaluo la
proporcion y expresion con intensidad media de fluorescencia (IMF) de las E3 ligasas de ubicuitina TRIM63
y Atrogin-1 en células T CD4+, CD8+ y monocitos clasicos (CD14+) mediante inmunofluorescencia
indirecta y citometria de flujo. Después del marcaje de superficie, las CMNs se permeabilizaron, fijaron y se
marcaron con anti TRIM63 (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) y anti Atrogin-1 (Abcam, Cambridge,
RU) 1: 100 durante 30 min a 4°C en perm wash solution (BD, Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey,
EUA). Después de 2 lavados, las células se incubaron con el anticuerpo secundario AF647 1:1000
(Thermofisher, Waltham, Massachusetts, EUA) durante 30 min a 4°C. Las muestras se adquirieron en un
citometro LSR fortessa de 4 lasers y fueron analizadas con el software Flow-Jo v10. Las estrategias de gating

se muestran en las figuras 1-3.
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Figura 1. Estrategia de gating para la determinacion de subpoblaciones de monocitos y su expresion

de TLR2 y TLR4.
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Figura 2. Estrategia de gating para la determinacion de granulocitos de baja densidad.
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Figura 3. Estrategia gating para la determinacion de la expresion de E3 ligasas de ubicuitina TRIM63

y Atrogin-1 en CMN.
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VII.3. Determinacion de citocinas en suero. Los niveles de IL-17A, IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6, IL-4, IL-2

fueron medidos mediante el Th1/Th2/Th17 cytometric bead array (CBA) kit (BD, Biosciences, Franklin

Lakes, New Jersey, EUA) y analizados con el software FCAP array v3.0 (BD, Biosciences, Franklin Lakes,

New Jersey, EUA). Los niveles de IL-18 séricos fueron medidos mediante ELISA (R&D systems,

Minneapolis, MN, EUA) acorde a las instrucciones del proveedor.

VIL4. Evaluacion de NETs circulantes. Para determinar la cantidad de NETs circulantes, se llevo a cabo

ELISA sandwich para detectar los complejos DNA -elastasa de neutréfilo (EN) y MPO como se ha descrito

previamente [45]. Brevemente, placas de 96 pozos se recubrieron toda la noche a 4°C con anti elastasa de
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neutr6filo (Abcam, Cambridge, United Kingdom) o anti MPO (Dako, Santa Clara, California, USA) en
coating buffer proveniente del kit Cell Death Detection ELISA (Roche, Mannheim, Germany). Después de
bloquear con albimina sérica bovina (ASB) al 1%, las placas se incubaron con 200 pL de suero diluido 1:10
en ASB. Después de lavar, las placas se incubaron con anti-DNA-POD por 1 hr. Las placas se lavaron y se
agreg6 el sustrato 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) (Sigma, Darmstadt, Alemania). Finalmente, se

midi6 la absorbancia en un lector de ELISA a 450 nm después de agregar la solucion de paro (stop solution).

VIL 5. Induccion de NETs. Las NETs de GBD se obtuvieron después de su aislamiento por seleccion positiva
mediante perlas magnéticas con un anticuerpo anti CD10 (Miltenyi Biotec, Alemania). Las NETs de
neutrofilos convencionales se obtuvieron después de su aislamiento mediante sedimentacion con dextran.
Los neutrofilos se incubaron en placas de 12 pozos por 4 hrs a 37°C para obtener NETs espontaneas de GBD
y neutréfilos convencionales y también se indujeron NETs con LPS, 1 pg/ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
United States) en neutrofilos convencionales. Finalmente, las NETs se extrajeron de las placas de cultivo
mediante tratamiento con nucleasa de micrococo (Thermo Scientific; Waltham, MA, United States) como

previamente fue descrito [28].

VIIL.6. Cuantificacion de NETs y su contenido de LL-37. Los GBD o neutréfilos convencionales se
incubaron por 1.5 hrs en cubreobjetos recubiertos con poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich, Alemania) en presencia
o ausencia de LPS para obtener NETs espontaneas o inducidas por LPS respectivamente. Los GBD no se
estimularon con LPS por su capacidad de producir NETs espontaneamente. Después de fijar las células con
paraformaldehido al 4% (Santa Cruz Biotechnology, EUA), se lavaron con PBS, se bloquearon con gelatina
porcina al 0.02% (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) y se incubaron a 37°C durante 2 hrs con los
siguientes anticuerpos primarios: rabbit anti elastasa de neutrofilo (Abcam, Cambridge, RU) y anti LL-37
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) [46], ambos 1: 500. Posteriormente, se usaron los siguientes
anticuerpos secundarios: Donkey anti rabbit AF555 1: 500 y donkey anti mouse AF488 1: 250 (Thermo
Fisher, Waltham, Massachusetts, USA). Todos los anticuerpos fueron diluidos en gelatina porcina. Se us6

Hoechst (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA) 1:1000 en PBS para tefiir la cromatina.

VIL.7. Inmunofluorescencia para deteccion de NETs, ligasas de ubicuitina y proteinas asociadas a

interferon tipo 1 y Il en biopsias de pacientes con MII. 1Los cortes incluidos en parafina se desparafinaron
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con dos lavados secuenciales en xileno y alcohol absoluto durante 10 minutos, y un lavado durante 5 minutos
con alcohol al 95%, 70% y 50%. Posteriormente, se llevo a cabo la recuperacion de epitopes con la solucion
IHC-TEK (IHC WORLD Life Science Products & Services, Ellicott City, MD, EUA) durante 40 min.
Después de bloquear durante 30 minutos con ASB al 10%, se usaron los siguientes anticuerpos primarios:
anti histona 4 citrulinada humana (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) 1: 250, anti-laminina gamma
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA.) 1: 250, antiTRIM63 (R&D systems, Minneapolis, MN, EUA) y
anti atrogin-1 (Abcam, Cambridge, RU) 1:100, anti MHC-I (Abcam, Cambridge, RU) 1:100, anti HLA-DR
(Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA),anti ISG-15 (Abcam, Cambridge, RU) 1:100, anti
ubicuitina (P4D1) (Santa Cruz, Dallas, Texas, EUA) 1:100 y se incubaron durante la noche a 4°C. Después
de lavar tres veces con PBS, se aplicaron los siguientes anticuerpos secundarios: donkey anti rabbit Alexa
fluor 555 1:250, donkey anti mouse Alexa fluor 488 1:100 y donkey anti goat Alexa fluor 647 1:250 (todos
de Thermofisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en
BSA al 5%. Después de lavar, los portaobjetos se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente con
Hoechst 33342 1: 1000 (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA). Para las biopsias congeladas,
seguimos los mismos pasos comenzando por el bloqueo. Usamos el mismo protocolo de tincién omitiendo
los anticuerpos primarios como control de isotipo. Las muestras se montaron con la solucion de montaje,
ProLong® Gold Antifade Mountant (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, EUA) y fueron adquiridas

con un microscopio confocal Eclipse Ti-E Nikon (Minato, Tokyo, Japon).

Mediante microscopia confocal, se cuantifico la cantidad de estructuras fibrilares en donde co-localizara la
elastasa de neutrofilo o MPO con DNA (NETs) con respecto a las células en 6 campos de 40X. También se
cuantifico la expression de LL-37 en NETs mediante la intensidad media de fluorescencia [46]. Las imagenes

fueron analizadass mediante el software Fiji.

VIL8. Expresion de LL37 en NETs de pacientes con MII mediante western blot . La expresion de LL-37
en NETs fue corroborada mediante western blot. Brevemente, se cargaron 300 mcg de proteina en un gel de
poliacrilamida (4-15%). Después de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas de
polivilideno difluorido (PVDF), se bloquearon con starting block (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts,

EUA) por 1 hr y se usaron los siguientes anticuerpos primarios y secundarios: mouse anti LL-37 (Santa Cruz
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Biotechnology, Dallas, Texas, EUA) y rabbit anti MPO (Dako, Santa Clara, California, EUA), goat anti
mouse y donkey anti-rabbit horse rabbit peroxidase (HRP) (Thermofisher, Waltham, MA, EUA). Las
imagenes fueron generadas con quimioluminiscencia con el sustrato para western blot ECL (enhanced
chemiluminescence) (Thermofisher, Waltham, MA, EUA) con una cdmara CCD (charged-coupled device)
(Chemidoc MP, Biorad; Hercules, CA, EUA) y cuantificadas con el software ImageLab (Biorad, Hercules,

CA, EUA). La concentracion de LL37 en NETs fue normalizada para la concentraciéon de MPO.

VIII. Resultados.

VIII. 1. Integracion de la cohorte de pacientes con MII. Las caracteristicas clinicas, de laboratorio y gabinete
de los pacientes de la cohorte se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y de tratamiento de los pacientes con MII al momento de su ingreso a

la cohorte.

Variable (N=142) Mediana (intervalo intercuartil)
Mujer N (%) 112 (78%)
Edad (afios) 45 (37-56)
Tiempo de evolucion (meses) 24 (6-48)
Diagnoéstico

Dermatomiositis del adulto 96 (67.6)
Dermatomiositis de inicio juvenil 13 (9.2)
Dermatomiositis clinicamente amiopatica 5(@3.5)
Polimiositis 2(1.4)
Miopatia necrosante inmunomediada 321D
Sindrome anti sintetasa 15 (10.6)
Miopatia asociada a anti Ku o PM/Scl75 8 (5.6)
Anticuerpos de miopatias

Anti Jol N (%) 14 (9.8)
Anti PL7 N (%) 705

Anti PL12 N (%) 7(5)
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Anti EJ N (%) 321
Anti OJ N (%) 0 (0)
Anti Mi2 N (%) 37 (26.2)
Anti SRP N (%) 8(5.7)
Anti MDAS N (%) 19 (13.5)
Anti NXP2 N (%) 18 (12.8)
Anti TIF-1gamma N (%) 10 (7.1)
Anti Ro52 N (%) 41(29.1)
Anti PM/Scl100 N (%) 9(6.4)
Anti PM/Scl75 N (%) 13(9.2)
Anti Ku N (%) 13(9.2)
Anti SAE N (%) 5(3.5)
Tratamiento inmunosupresor

Uso de prednisona N (%) 80 (56.3)

Dosis de prednisona (mg/d)

17.5 (6.2-47.5)

Uso de azatioprina N (%) 39 (27.7)
Dosis de azatioprina (mg/d) 75 (50-100)
Uso de metotrexate N (%) 56 (39%)
Dosis de metotrexate (mg/semana) 20 (15-25)
Uso de mofetil micofenolato N (%) 11 (7.8%)
Dosis de mofetil mocofenolato (g/d) 1.5 (0.5-2)

Uso de anti-malaricos N (%)

49 (34.8%)

Uso de metotrexate+azatioprina N (%) 20 (14%)
Escalas de actividad y dafio

Actividad global por el médico por escala visual andloga (EVA) 6.5 (1-8)
Actividad global por el paciente por (EVA) 7 (2-9)

MMT?S

139 (118-150)
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CDASI activo 4 (0-16.5)
CDASI crénico 1 (0-6)
Leucocitos totales (x 10°x L) 6.2 (4.6)

Linfocitos totales (x 10°x L)

1153 (750-1726)

Neutrofilos (x 10°x L)

3900 (2800-5760)

Monocitos (x 10°x L)

445 (360-576)

Indice neutrofilos/linfocitos

4.74 (2.42-11.12)

Hemoglobina (gr/dL)

14.2 (13.4-15.2)

Creatinina (mg/dL)

0.6 (0.44-0.71)

Nitrégeno ureico en sangre (BUN) (mg/dL)

12.65 (10.15-16.40)

Creatina-fosfato kinasa (CPK) (U/L)

203 (86-811)

Aldolasa (U/L) 11.7 (6.3-53.87)
Alanino-aminotransferasa (ALT) (U/L) 34 (18-68)
Aspartato-aminotransferasa (AST) (U/L) 36 (22-92)
Albiimina (gr/dL) 4.1(3.7-4.4)
Globulinas (gr/dL) 3(2.6-3.3)

C3 (mg/dL) 119 (133-144)
C4 (mg/dL) 26 (20-31)

Proteina C reactiva (PCR) (mg/dL)

0.3 (0.11-1.16)

Velocidad de sedimentacion globular (VSG) (mm/hr) 9 (4-16)
MDAAT EVA constitucional 0 (0-4)
MDAAT suma constitucional 3 (0-8)
MDAAT EVA cutaneo 3 (0-8)
MDAAT suma cutaneo 4 (0-13)
MDAAT EVA gastrointestinal 0 (0-0)
MDAAT suma gastrointestinal 0 (0-0)
MDAAT EVA pulmonar 0(0-3)
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MDAAT suma pulmonar 0(0-2)
MDAAT EVA cardiovascular 0 (0-0)
MDAAT suma cardiovascular 0 (0-0)
MDAAT EVA otra actividad 0 (0-0)
MDAAT suma otra actividad 0 (0-0)
MDAAT EVA extramuscular 3 (0-8)
MDAAT EVA muscular 2 (0-7)
MDAAT suma muscular 2 (0-4)
Dafio EVA muscular 0 (0-4.75)
Dafio suma muscular 0 (0-1)
Dafio EVA cutaneo 0 (0-4)
Dafio suma cutaneo 0 (0-2)
Dafio EVA gastrointestinal 0 (0-0)
Dafio suma gastrointestinal 0 (0-0)
Dafio EVA pulmonar 0 (0-0)
Dafio suma pulmonar 0 (0-0)
Dafio EVA cardiovascular 0 (0-0)
Dafio suma cardiovascular 0 (0-0)
Dafio EVA vascular 0 (0-0)
Dafio suma vascular 0 (0-0)
Dafio EVA endécrino 0 (0-0)
Dafio suma endécrino 0 (0-0)
Dafio EVA ocular 0 (0-0)
Dafio suma ocular 0 (0-0)
Dafio EVA infeccion 0 (0-0)
Dafio suma infeccion 0 (0-0)
Dafio EVA malignidad 0 (0-0)
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Dafio suma malignidad 0 (0-0)
Dafio EVA otro 0 (0-0)
Dafio suma otro 0 (0-0)
Dafio EVA global 0 (0-5)
Extension de dafio 0.02 (0-0.1)
Gravedad de dafio 0.03 (0-0.1)
Dafio extendido 0 (0-1)
Health assessment questionnaire (HAQ) 1 (0-2)

Capilaroscopia anormal N (%)

87 (61.7%)

Pérdida de capilares N (%) 70 (49.6)
Capilares dilatados N (%) 69 (48.9)
Mega capilares N (%) 33(23.4)
Hemorragias N (%) 32 (38.3)
Neo-vascularizacion N (%) 18 (12.8)
Ramificaciones N (%) 15 (12.9)
Trombosis N (%) 19 (13.5)
Calcinosis N (%) 19 (13.5)
Manifestaciones cutaneas N (%) 87 (62.1)
Disfagia N (%) 25(17.9)
Ulceras cutaneas N (%) 21 (14.8)
Enfermedad pulmonar intersticial N (%) 35(25.9)
Fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo 61 (56-68)
Presion sistolica de arteria pulmonar (mmHg) 30 (24-41)
Capacidad vital forzada (%) 61 (57-68)
Volumen espirado de 1 segundo/Capacidad vital forzada (%) 32 (26-40)
Neoplasia N (%) 4(2.8)
Respuesta clinica completa/remision N (%) 26 (18.4)
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Muerte N (%)

6(4.2)

VIIL2. Los pacientes con MII muestran una proporcion diferencial de todas las subpoblaciones de

monocitos y aumento en su expresion de TLR 2 y 4, lo que correlaciona con actividad y caracteristicas

clinicas. Como se muestra en la figura 4, los pacientes con MII activas con uso de prednisona (90.5 (86.8-

92.9%) vs 80.85 (45.78-86.63), P=0.004) y sin uso de prednisona (90.5 (86.8-92.9%) vs 76.5 (32.9-88.8),

P=0.035) tuvieron un menor porcentaje de monocitos cldsicos y un mayor porcentaje de monocitos

intermedios (4.49 (3.5-6.71) vs 13 (8.45-49.65), P=0.014) y (4.49 (3.5-6.71) vs 17.1 (6.4-54.7), P= 0.018) en

comparacion con sujetos sanos.

Figura 4. Proporciones de monocitos y expresion de TLR de acuerdo con la actividad de la enfermedad y

tratamiento inmunosupresor.
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El nimero absoluto de monocitos clasicos correlaciond negativamente con el myositis disease activity
assessment visual analogue scales (MYOACT) total (Rho=-0.429, P=0.006) y el myositis intention to treat
activity index (MITAX) total (Rho=-0.355, P=0.027). Los monocitos clasicos de pacientes con MII activas
y consumo de prednisona tuvieron una mayor expresion de TLR4 en comparacion con controles sanos (1780
(1448-2409) vs 502 (412-832), P=0.001). Los mismos resultados se observaron al comparar la expresion de
TLR4 en pacientes en respuesta clinica completa sin consumo de prednisona (1758 (1430-2348) vs 502 (412-
832), P=0.007).

En cuanto a los monocitos intermedios, los pacientes con MII activas y uso de prednisona tuvieron una mayor
expresion de TLR4 en comparacion con controles sanos (2464 (1701-3105) vs 569 (483-837), P<0.0001), al
igual que aquellos activos sin prednisona (2039 (1273-2725) vs 569 (483-837), P=0.049) y aquellos en
respuesta clinica completa sin uso de prednisona (2250 (1823-2647) vs 569 (483-837), P=0.009). En
comparacion con sujetos sanos, los pacientes con MII y actividad de la enfermedad con uso de prednisona
tuvieron una mayor expresion de TLR4 (1598 (954-2243) vs 281 (237-353), P<0.0001), al igual que aquellos
activos sin uso de prednisona (1293 (1006-1896) vs 281 (237-353), P=0.007) y en respuesta clinica completa
(1243 (1118-1580) vs 281 (237-353), P=0.023). El porcentaje de monocitos intermedios correlacion6 con la

EVA de actividad por parte del paciente (Rho=0.3, P=0.05) y la VSG (Rho=0.32, P=0.061).

Como se muestra en la figura 5, los pacientes con disfagia, tuvieron una mayor expresion de TLR2 en
monocitos intermedios (10964 (8543 vs 12487) vs 13605 (11761-16570), P=0.025) y el porcentaje de
monocitos clasicos TLR2+ correlaciond con el EVA gastrointestinal (Rho=0.377, P=0.033). Los sujetos con
enfermedad pulmomar tuvieron un mayor porcentaje de monocitos no clasicos TLR4+ (98.25 (97.45-98.93)
vs 95.9 (93.43-98.15), P=0.031), mientras que los que tuvieron capilaroscopia anormal tuvieron un mayor
porcentaje de monocitos clasicos TLR2+ (98.6 (97-99.4) vs 97 (94.6-98.5), P=0.047), y los que presentaron
mega capilares tuvieron una tendencia a un mayor porcentaje de monocitos no clasicos TLR2+ (98.5 (94.2-
98.9) vs 95.8 (94.1-97.3), P=0.06). Los pacientes con anti Mi2+, tuvieron una mayor expression de TLR4 en
monocitos clasicos (1778 (1419-2713), P=0.03) e intermedios (1315 (910.8-1506), P=0.054) (figura 5). El
porcentaje de monocitos no clasicos TLR4+ correlacion6 con la PCR (Rho=0.457, P=0.075) y con el EVA
de enfermedad pulmonar (0.52, P=0.006). El nimero absoluto de monocitos no clasicos TLR4+ correlaciond

con la deshidrogenasa lactica (DHL) (Rho=0.7, P=0.002).
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Figura 5. Expresion de TLR de acuerdo con las caracteristicas clinicas de pacientes con MII.
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Los niveles de IL-6 correlacionaron con el numero absoluto de monocitos intermedios (Rho=0.395,

P=0.034), mientras que la expresion de TLR2 en todos los subtipos de monocitos correlacion6 con los niveles

de IL-6 (figura 6).
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Figura 6. Correlacion entre la expresion de TLR2 en subpoblaciones de monocitos y los niveles de IL-6.
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VIIL.3. Los pacientes con MII tienen aumento en la proporcion de GBD y NETs circulantes lo cual se
asocia a actividad, dafio acumulado y diversas caracteristicas clinicas. Los pacientes con MII y enfermedad
activa tuvieron una mayor cantidad GBD totales, CD10- y CD10+ en comparacioén con los controles sanos
(figura 7). Ademas, los pacientes con MII activa tuvieron una mayor cantidad de GBD CDI10+ en
comparacion con los pacientes sin actividad y lupus inactivo. No encontramos diferencias en el porcentaje
de GBD entre los diferentes fenotipos de miopatia. Previamente se habia sugerido que el uso de prednisona
aumenta el porcentaje de GBD en sangre periférica de pacientes con lupus [47], por lo que decidimos ajustar
el analisis para el uso de prednisona, y encontramos que solo el porcentaje de LDG CD10+ seguia elevado
en pacientes con MII activa, como se muestra en la figura 7, mientras que no habia una diferencia significativa

en el porcentaje de CD10- y total entre los grupos.
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Figura 7. Proporcion de GBD en relacion a la actividad de la enfermedad y el tratamiento con prednisona.
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Tanto los GBD totales como los CD10+ se asociaron con la presencia de actividad de la enfermedad. Con un
punto de corte >2%, el porcentaje de GBD totales tuvo una sensibilidad del 45% (31.85% -58.68%) y una
especificidad del 93.33% (70.18% -99.66%) para el diagnostico de enfermedad activa, con un area bajo la
curva de 0.722 (0.5933-0.8512) y una razon de verosimilitud positiva de 6.73. Los pacientes con GBD totales
por encima de este punto de corte tuvieron mayor probabilidad de presentar una capilaroscopia anormal
(razén de momios (RM) 1.45 (1.01-2.08), P=0.048) y pérdida de capilares (RM 2.27 (1.13-4.57), P=0.015).
Ademas, con un punto de corte >2%, el porcentaje de GBD CD10+ fue capaz de diagnosticar actividad de la
enfermedad con una alta especificidad del 80.00% (70.18%-99.66%), pero baja sensibilidad del 16.33%
(8.51% -29.03%), con un area bajo la curva de 0.690 (0.5287-0.8522) y una razédn de verosimilitud positiva
de 2.44, P=0.026. Los sujetos con GBD CD10+ por encima de este punto de corte tuvieron con mas

frecuencia disfagia (RM 3.42 (1.14-10.309), P=0.07) y anticuerpos anti MDAS positivos (RM 6 (1.80-19.92),

24

P=0.001 P=0.01
50— 50—
P=0.003
40— 40
30—
304
204 P=0.02
10— 3’ 20 .:
R eeo eeoe e® —— a p=0.01
20T ® o
o3 3
154 ——— e < P=0.009
® g T 40 —
1.04 —o— el °! (X} X
® ©a® ®
I} 51
0.5 o Se e ee e
e g'u%aﬂﬂ ) ° _ o ® 9%3 ﬁi ) Sl
0. T T T T T T * e B
Control sano  Lupus inactivo Lupus activo MIl inactivas  MII activas Control sano  Lupus inactivo Lupus activo MII inactivas  MII activas
P=0.0056 D P=0.040
P=0.0039 -
i 15mm P=0.047 }
151 P=0.018 )
10— ©
10 e
5— [}
51
+ - e LX) e®e
S 20T
o a
15 ® g o
e
m 1.5+
(T e [}
)
10 ) o ®
e 10 e eoe®
®
05 _;eg_ S SR 3 0.5 —e— —%—§~s—
E
: ole o, —— %o °age®
&—_@J e () o ™0 0 2 — P geeeol
.0 T T T . 1 1 1
Control sano  Lupus inactivo Lupus activo MII inactivas MII activas MII inactivas MII inactivas MII activas MII activas

con prednisona



P=0.022). Como se muestra en la tabla 2, los GBD totales y CD10+ mostraron una correlacion significativa

con las caracteristicas clinicas, la actividad de la enfermedad y las medidas de dafio en pacientes con MII.

Table 2. Correlaciones (Rho de Spearman) entre los porcentajes de los subtipos de GBD y las

caracteristicas de actividad y dafio de pacientes con MII.

GBD totales GBD CD10 GBD CD10*

EVA de actividad 0.322 EVA de actividad | 0.317 EVA de actividad 0.349
por el medico P=0.007 gastrointestinal P=0.008 por el medico P=0.004
EVA de actividad 0.359 Indice 0.332 EVA de actividad 0.354
por el paciente P=0.003 neutrofilo/linfocito | P=0.006 por el paciente P=0.003
MMTS -0.406 Dosis de 0.382 MMTS -0.443

P=0.001 prednisona (mg/d) | P=0.026 P<0.0001
EVA de actividad 0.409 Dosis de 0.43 EVA de actividad 0.374
gastrointestinal P=0.001 azatioprina (mg/d) | P=0.052 gastrointestinal P=0.002
EVA de actividad 0.359 Complejos DNA- | 0.324 EVA de actividad 0.298
muscular P=0.003 EN P=0.054 muscular P=0.014
EVA de actividad 0.303 CDASI crénico 0.331
extramuscular P=0.01 P=0.006
MYOACT 0.376 EVA de actividad 0.3

P=0.002 global P=0.013
Extension del dafio | 0.337 MYOACT 0.372

P=0.006 P=0.002
EVA de dafio 0.316 MITAX 0.404
muscular P=0.01 P=0.001
EVA de dafio 0.37 EVA de dafio 0.386
cutaneo P=0.002 muscular P=0.001
EVA de dafio 0.3 EVA de dafio 0.376
gastrointestnal P=0.014 cutaneo P=0.002
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EVA de dafio por 0.345 EVA de dafio 0.334
infeccion P=0.005 gastrointestnal P=0.006
Gravedad de dafio 0.3 EVA de dafio 0.3
P=0.014 muscular P=0.012
Indice 0.477 EVA de dafio 0.353
neutréfilo/linfocito | P<0.0001 global P=0.004
DHL (U/L) 0.325 Extension de daio | 0.353
P=0.038 P=0.004
Alanino amino 0.392 Gravedad de dafio | 0.334
transferasa (U/L) P=0.001 P=0.006
Aspartato amino 0.37 Indice 0.349
transfersasa (U/L) P=0.002 neutrofilo/linfocito | P=0.004
Dosis de azatioprina | 0.432 DHL (U/L) 0.351
(mg/d) P=0.05 P=0.024
IL-18 (pg/mL) 0.432 Alanino amino 0.334
P=0.005 transferasa (U/L) P=0.006
Aspartato amino 0.329
transfersasa (U/L) P=0.007
Dosis de -0.37
metotrexate (mg/d) | P=0.043
IL17A (pg/mL) 0.239
P=0.04
IL18 (pg/mL) 0.323
P=0.042

Los GBD CD10+ correlacionaron inversamente con la dosis de metotrexate (r=-0.370, P=0.043), mientras

que los CD10- mostraron una tendencia auna correlacion positiva con la cantidad de complejos DNA-EN (r
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% de GBD totales

% de GBD CD10+

=0.324, P=0.05) y una correlacion directa con la dosis de prednisona (r=0.382, P=0.026), la EVA de actividad

de la enfermedad por el médico (r=0.317, P=0.008) y el indice de neutréfilos/linfocitos (r=0.332, P=0.006).

Ademas, los GBD totales correlacionaron con la IL-18 sérica (r =0.432, P=0.005) y los GBD CD10+ con IL-

17A (1=0.239, P=0.04) e IL-18 (r=0.323, P=0.042) .

Después de estos hallazgos, analizamos si los pacientes con caracteristicas clinicas distintivas tenian una

proporcion diferencial de GBD circulantes. Los sujetos con una capilaroscopia anormal tuvieron una mayor

cantidad de GBD totales, mientras que aquellos con disfagia tuvieron un mayor porcentaje de GBD CD10-y

CD10+ (figura 8). Ademas, los GBD CD10+ fueron mas altos en pacientes con dermatosis, signos de

vasculopatia incluyendo calcinosis y ulceras cutaneas, asi como en aquellos con manifestaciones cutaneas y

gastrointestinales mas graves medidas a través del MITAX.

Figura 8. Proporcion de los subtipos de acuerdo con las caracteristicas clinicas de pacientes con MII.
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Estudios anteriores han demostrado que tanto los neutréfilos convencionales como los GBD de MII son

propensos a la NETosis espontanea [48]. Ademas, en este estudio encontramos una correlacion entre los

GBD CD10- y las NETs circulantes. Por lo tanto, evaluamos si las NETSs circulantes y la NETosis espontdnea
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e inducida por LPS ex vivo estaban relacionadas con las caracteristicas clinicas y la terapia inmunosupresora
de pacientes con MII. Como se muestra en la figura 9, los pacientes con calcinosis tuvieron una mayor
cantidad de NETs circulantes. Ademas, la combinacion de altos niveles de GBD CD10+ y complejos DNA-
EN circulantes se relacion6 con la presencia de tlceras cutaneas (RM 2.15 (1.01-4.69), P=0.05) y calcinosis
(RM 2.55 (1.02-6.66), P=0.05). Los pacientes en respuesta clinica completa tuvieron cantidades menores de
complejos DNA-EN. Los neutréfilos convencionales de pacientes bajo tratamiento combinado con
azatioprina y metotrexate mostraron una menor capacidad para producir NETs después de estimulo con LPS.
La cantidad de NETs espontaneas en neutrofilos convencionales correlacion6 con la EVA de actividad
gastrointestinal (r=0389, P=0.018).

Posteriormente, analizamos si los GBD y NETs se encontraban relacionados con los autoanticuerpos. Los
complejos de DNA-EN fueron mayores en pacientes con titulos de anticuerpos antinucleares mas altos y en
aquellos positivos para anti PM-Scl75. Ademas, el porcentaje de GBD totales, CD10- y CD10+ fue mayor

en pacientes con anticuerpos anti MDAS (figura 9).

Figura 9. Cantidad de NETs circulantes, espontdneas e inducidas acorde a la presencia de diversas

caracteristicas clinicas y serologicas en pacientes con MII
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VIIL.4. Las NETs de pacientes con MII contienen el péptido interferogénico LL-37. Estudios previos han

demostrado que una carga proteica diferencial en las NETs puede ser responsable del dafio tisular en

enfermedades autoinmunes [22] y se ha descrito una alta concentracion del péptido interferogénico LL-37 en

sangre periférica de pacientes con MII [49].

Para determinar si las NETs de MII eran una fuente de LL-37, evaluamos la expresion de este péptido en las

NETs mediante inmunofluorescencia y western blot. Como se muestra en la figura 10, tanto los neutréfilos

convencionales como los GBD de pacientes con MII y enfermedad activa contienen una gran cantidad de

LL-37 en comparacion con las NETs inducidas por LPS de los neutrdfilos convencionales de donadores

sanos.

Figura 10. Los GBD y neutréfilos convencionales de pacientes con DM activa producen NETs espontaneas
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Expresion normalizada de

LL-37 en NETs

Cuando evaluamos la cantidad de LL-37 en las NETs espontaneas de neutréfilos convencionales y GBD de
pacientes con MII, asi como las NETs de neutro6filos convencionales inducidas por LPS de pacientes con MII
y donadores sanos mediante western blot, encontramos una mayor expresion de LL-37 en las NETs de GBD
y NETs de neutrofilos convencionales asi como en NETs espontaneas de neutréfilos convencionales de
pacientes con MII en comparacion con NETs de neutrofilos convencionales estimulados con LPS de
controles sanos (figura 11).

Figura 11. Expresion de LL-37 normalizada para la cantidad de MPO en NETs de pacientes con MII y

neutrofilos convencionales de sujetos control estimulados con LPS.
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La expresion de LL-37 en NETs espontdneas de neutréfilos convencionales de pacientes con MII se
correlaciono6 con los niveles de PCR (r=0.572, P=0.008) y con la EVA de la actividad de la enfermedad
esquelética (r=0.442, P=0.009), mientras que la expresiéon de LL-37 en NETs inducidas por LPS de
neutrofilos convencionales se correlacion6 positivamente con la CPK (=0.375, P=0.038) y la DHL (r=0.428,
P=0.047).

VIIL.S. Los tejidos de pacientes con MII contienen NETs. Como se observa en las figuras 12-14, las biopsias
de piel, misculo y pulmoén de pacientes con MII tienen abundantes depdsitos de complejos DNA-histona-4

citrulinada (NETs)
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Figura 12. Deposito de NETs en el espacio perivascular de la dermis de una paciente con dermatomiositis

MDAS5+.
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Figura 13. Deposito de NETs en el espacio perivascular de una biopsia pulmonar de un paciente con DM

anti MDAS+
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Figura 14. Deposito de NETs en el musculo de una paciente con DM anti MDAS+
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% de CMNs

Intensidad media de fluorescencia

VIIL.6. Los pacientes con MII tienen un aumento en la expresion de TRIM63 y Atrogin-1 en células
mononucleares (CMNs) de sangre periférica. Mediante citometria de flujo, observamos un aumento en la
proporcion y expresion de las E3 ligasas de ubicuitina atrogin-1 y TRIM63 en diversas subpoblaciones de

CMN:s (figura 15).

Figura 15. La proporcion y expresion de las E3 ligasas de ubicuitina TRIM63 y atrogin-1 fue mayor en

CMN:ss de pacientes con MII en comparacion con controles sanos.
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VIIL.7. Los pacientes con MII y atrofia muscular clinicamente determinada tienen una mayor expresion
de Atrogin-1 en CMNs. El porcentaje de CMNs que expresaron Atrogin-1 fue mayor en pacientes con MII
que tuvieron atrofia clinicamente determinada como se muestra en la figura 16. No se observaron diferencias
en la IMF de atrogin-1 en las diferentes subpoblaciones ni en la proporcion o expresion de TRIM63 en

pacientes con y sin atrofia muscular.
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Figura 16. Expresion diferencial de atrogin-1 en diversas subpoblaciones de CMNs en pacientes con y

sin atrofia clinicamente determinada.
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VIILS. La expresion de TRIM63 y atrogin-1 en subpoblaciones de CMNs correlaciona con miultiples

parametros de actividad y daiio. Como se muestra en la figura 17, la proporcion de subpoblaciones de CMNs

con expresion de TRIM63 y Atrogin-1 correlaciond con multiples parametros de actividad y dafio.
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Figura 17. Matrices de correlaciones entre la proporcion de las subpoblaciones de CMNs con expresion de
las E3 ligasas TRIM63 y atrogin-1 y los parametros de actividad y dafio. Se muestran las correlaciones con

P<0.05.
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VIIL9. Las biopsias de pacientes con MII muestran expresion de TRIM63 y Atrogin-1 junto con las
proteinas relacionadas con interferones. Como se muestra en la figura 18, las biopsias de pacientes con MII
tienen expresion de TRIM63 y Atrogin-1, especialmente aquellas con aumento en la expresion de proteinas
relacionadas con interferones. Mediante miscroscopia confocal, se observo expresion de TRIM63 en todas
las miofibras y de Atrogin-1 en las areas de atrofia perifascicular. También se observo expresion de las
proteinas reguladas por interferon tipo I como ISG-15 y tipo II como HLA-DR. De igual forma, se detectd

la presencia de ubicuitina en las miofibras de pacientes con MII.

Figura 18. Expresion de lass E3 ligasas de ubicuitina TRIM-63, atrogin-1 asi como de las proteinas reguladas

por interferdn en biopsias musculares de pacientes con MIIL.
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IX. Discusion.

El presente estudio muestra que los pacientes con MII tienen alteraciones en las proporciones de monocitos
con expresion de TLR2 y TLR4 y de GBD, lo que correlaciona con las caracteristicas clinicas de actividad y
dafio. Ademas, los neutréfilos convencionales y GBD de pacientes con MII son capaces de producir NETs
espontaneamente, las cuales se encuentran en circulacion y en tejido y contienen el péptido interferogénico
LL-37. Finalmente, observamos que las ligasas de ubicuitina TRIM63 y Atrogin-1 se encuentran expresadas
en CMNs y musculo de pacientes con MII en relacion a las proteinas inducidas por interferdn tipo Iy II.

De manera similar a nuestros resultados, se han descrito cantidades menores de monocitos CD14++ en
pacientes con esclerosis multiple (EM) [50] vy artritis idiopatica juvenil (AlJ) con entesitis [51], asi como un
mayor porcentaje de monocitos CD16+ intermedios y no clasicos con fenotipo pro-inflamatorio en pacientes
con EM [52], neuromielitis optica [53], AR [17], lupus [54], vasculitis-ANCA [55], sarcoidosis [56],
nefropatia por IgA [57], AlJ con entesitis [51], DM1 [58], tromboembolismo [59], aterosclerosis y EVC [60].
Asimismo, el nimero absoluto de monocitos clasicos correlaciond inversamente con la actividad de la
enfermedad (MYOACT y MITAX), lo cual coincide con datos previos en pacientes con AR, donde hay un
mayor porcentaje de monocitos intermedios durante la actividad de la enfermedad y una mayor proporcion
de monocitos clasicos durante la remision [61] y confirma la proporcion diferencial de monocitosrelacionada
con la actividad de la enfermedad..

Dado que se sabe que el tratamiento con prednisona aumenta los monocitos intermedios y disminuye los
monocitos no clasicos [62], decidimos ajustar nuestro analisis para el consumo de prednisona, confirmando
que nuestros resultados no son una consecuencia del tratamiento con dicho farmaco. No obstante, no
observamos diferencias con respecto al tratamiento inmunosupresor, lo cual coincide con lo previamente
reportado en un estudio que demostr6 que la terapia inmunosupresora no alter6é las subpoblaciones de
monocitos [62].

Los monocitos intermedios y no clasicos se han descrito como pro-inflamatorios [63]. Los monocitos
intermedios poseen caracteristicas fagociticas y pro-inflamatorias, ya que secretan IL-1p, TNF-a [54] e IL-6
[64], y expresan mayores cantidades de TLR 2, 4 y 5 que cualquier otro subconjunto, ademads, expresan
CD80, CD86, HLA-DR y son capaces de diferenciarse a macrofagos M1, promover una respuesta Th17 [54]

y favorecer la proliferacion de células T debido a su mayor expresion de CD40 [51]. Por el contrario, los
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monocitos no clasicos responden a CX3CL1, que promueve su funcién de patrullaje en los vasos sanguineos,
la migracion transendotelial, la supervivencia y el reclutamiento en tejidos [15]. En modelos animales de
lesion muscular, los monocitos no clasicos se reclutan en el misculo después del dafio tisular para promover
su reparacion [65]. Por lo tanto, una expansion de monocitos intermedios puede contribuir al entorno pro-
inflamatorio en pacientes con MII, mientras que la mayor proporciéon de monocitos no clasicos podria ser un
reflejo del dafio muscular en estos pacientes.

Por otra parte, encontramos que en pacientes con MII y capilaroscopia anormal, hay una mayor cantidad de
monocitos clasicos y no clasicos que expresan TLR2. Estos datos concuerdan con el papel de los monocitos
en el dafio endotelial en otras enfermedades autoinmunes [66]. En el momento basal, los monocitos patrullan
el endotelio, pero en pacientes con AR y lupus, se demostrd que los monocitos activados contribuyen al dafio
vascular [66] y que TLR2 es un factor clave en la vasculopatia por hiperreactividad plaquetaria y trombosis
acelerada [67]lo que podria explicar la asociacion entre monocitos y capilaroscopia anormal en sujetos con
MIL

Ademas, observamos un mayor porcentaje de monocitos no clasicos en pacientes con disfagia y una mayor
proporcion de monocitos no clasicos TLR4+ en sujetos con EPI. La mayor proporcién de monocitos no
clasicos en pacientes con disfagia puede reflejar un dafio tisular mas intenso, ya que se sabe que este
subconjunto de monocitos se recluta después de una lesion muscular [65]. Acorde con nuestros resultados,
se ha demostrado que la deficiencia de TLR4 disminuye la inflamacion pulmonar y la fibrosis en la lesion
pulmonar inducida por bleomicina [68], apoyando la relacion entre TLR4 y EPI. La mayor expresion de
TLR4 en todos los subconjuntos de monocitos de pacientes con MII y la expresion diferencial de TLR2 segtiin
diversas caracteristicas clinicas sugiere una respuesta incrementada a los patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPs) y a patdgenos (PAMPs) en estos pacientes.

De igual forma, encontramos que la expresion de TLR2 en todos los subconjuntos de monocitos se
correlacionaba con la IL-6 sérica. Se sabe que los monocitos CD16+ que expresan TLR2 secretan TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-8, IL-12p40, IL-1Ra e IL-10 después del estimulo con acido lipoteicoico [69] confirmando el
perfil proinflamatorio de estas células en respuesta a los PAMPs. Por otro lado, los monocitos no clasicos

secretan TNF-a, IL-12 e IL-1 después de estimulo con LPS [63], lo que apoya la relacion entre la mayor
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expresion de TLR4 e IFN-gamma sérico, ya que se sabe que la IL-12 promueve la secrecion de IFN-gamma
[70].

La mayor expresion de TLR2 y 4 en monocitos puede producir una respuesta inflamatoria mas intensa en
pacientes con MII. Las células TLR4+ se encuentran en el perimisio de pacientes con DM [71]. Los pacientes
con anticuerpos anti-Mi2 se caracterizan por una intensa miositis y un abundante infiltrado inflamatorio en
la biopsia muscular [72]. En este sentido, TLR4 se sobre-expresa en células musculares de pacientes con DM
lo que contribuye a la debilidad muscular [3]. Esto respalda nuestros datos, ya que encontramos una mayor
expresion de TLR4 en monocitos de pacientes con anticuerpos anti-Mi2. La importancia de los TLR en la
fisiopatologia de MII se destaca en el modelo animal de miositis inducida por proteina de fusion expresada
en bacterias (histidil tRNA sintetasa). En este modelo, la deficiencia de TLR2 y TLR4 disminuye la gravedad
de la miositis inducida por HRS en comparacion con las cepas B6 deficientes tinicamente de TLR2 o TLR4
[73]

Finalmente, se sabe que las células musculares de pacientes con MII expresan TLR4 y que existe una mayor
expresion de TLR2, TLR4, TLR9 en células mononucleares y macroéfagos de biopsias musculares en estos
sujetos [71]. Ademas, se ha detectado una mayor cantidad de transcritos de TLR2, TLR4, TLR9, IFN-y, IL4,
IL17 y TNF-a en el tejido muscular y la expresion de TLR4 y TLR9 se correlaciona con IFN-y, IL4, IL17 y
TNFa [71]. Esto coincide con nuestros resultados, ya que encontramos una correlacion positiva entre la
expresion de IFN-gamma y TLR4 en monocitos no clasicos. En biopsias musculares, la expresion de TLR4
correlaciona con la concentracion de IFN-y, IL-4, IL-17 and TNF-a [71]. Por tanto, el entorno pro-
inflamatorio en el musculo de pacientes con MII se refleja en las alteraciones de las subpoblaciones de
monocitos y su mayor expresion de TLR2 y 4.

Con respecto a los neutréfilos, los GBD son un subconjunto especial de neutr6filos con un fenotipo activado
que se manifiesta a través de su mayor expresion de CD11b y CD66b y un aumento en la produccion de
NETs espontaneas [74]. Ademads, se han detectado GBD CD10+ y NETSs circulantes en pacientes con MII de
inicio juvenil [48], en donde se encontrd una correlacion entre la actividad pulmonar, vascular y muscular y
las NETs circulantes [48], asi como entre GBD CD10+ y vasculopatia medida como pérdida de capilares del
lecho ungueal [48]. Aunque anteriormente se demostré que los GBD CD10+ de sujetos sanos tratados con

GM-CSF inducian una disminucion de las respuestas de las células T (proliferacion y sintesis de [FN-gamma)
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[75], 1a mayoria de los estudios han demostrado que las GBD de pacientes con enfermedades autoinmunes
se correlacionan con la actividad de la enfermedad [74]. Ademas, Rahman et a/, demostraron que los GBD
en pacientes con lupus estan correlacionadas con la firma del interferén y no muestran capacidad reguladora
[21].

En este estudio, observamos que en pacientes con MII, los GBD estan elevados independientemente del
tratamiento con prednisona y se correlacionan con la actividad de la enfermedad y el dafio acumulado; lo que
sugiere que la mayor cantidad de GBD circulantes no es el resultado de la demarginacion de estas células del
endotelio como sugirieron Kegerreis et al [76] y confirma su involucramiento en la fisiopatogenia de la
enfermedad.

Un estudio previo de 48 pacientes con DM demostr6é un aumento de GBD y LL-37 plasmatico en pacientes
con EPI [77]. Ademas, se ha encontrado disminucion en la capacidad del suero de pacientes con MII para
degradar las NETs in vitro y un aumento en la cantidad de DNA y LL-37 circulantes en pacientes con anti
MDAS [78], lo cual coincide con los hallazgos del presente estudio.

De igual forma, encontramos una correlacion entre los GBD y la IL-18. Esta citocina es el producto de la
activacion del inflamasoma NLRP3, que se ha encontrado sobre-expresado en el musculo de pacientes con
MII [79], principalmente en células dendriticas y macrofagos [79] y es un sello distintivo de la enfermedad
activa [79]. Esta citocina promueve el reclutamiento de neutrofilos [79] y puede representar la conexion entre
la activacion aumentada del inflamasoma en el musculo y la granulopoyesis incrementada que conduce a un
mayor porcentaje de GBD en sangre periférica. Ademas, encontramos una correlacion entre IL-17A y GBD.
Esto concuerda con resultados anteriores que muestran que los GBD de los pacientes con lupus secretan IL-
17 durante la NETosis [23], destacando su actividad pro-inflamatoria en el contexto de autoinmunidad.

En nuestro estudio, encontramos que los GBD y neutrofilos convencionales de pacientes con MII sufren
NETosis espontanea ex vivo, lo cual puede contribuir directamente al dafio tisular. Ademas, se ha descubierto
que las NETs estan relacionadas con el dafio tisular [23], lo cual coincide con nuestros hallazgos en donde
observamos el deposito de NETs en tejido pulmonar, cutaneo y muscular de pacientes con MII.

Otro mecanismo de dafio de GBD en pacientes con enfermedades autoinmunes incluye dafio endotelial.
Interesantemente, encontramos que los pacientes con MII con signos de vasculopatia que incluyen tlceras

cutdneas, calcinosis y una capilaroscopia anormal tienen una mayor cantidad de NETs y GBD. Se sabe que
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la incubacion de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) con NETs de GBD induce
cambios morfoldgicos, asi como la acumulacion de metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9Y) en la superficie
de estas células [79]. Ademas, cuando la aorta de ratones C57BL/6 se expuso a NETs de GBD, hubo una
reduccion en la vasorrelajacion mediada por acetilcolina, lo cual fue secundario a la presencia de MMP9
[79], confirmando que la carga proteica de las NETs de GBD es toxica para las células endoteliales. Por otra
parte, las NETSs son una fuente de DNA e histonas extracelulares que han demostrado ser citotdxicos para el
endotelio [79]. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que las NETs y GBD podrian tener un papel como
parte de los mecanismos de dafio endotelial en las MII y la produccion de calcinosis. Acorde con nuestros
resultados, recientemente se demostro que los neutroéfilos rodean los depoésitos de calcio en los tejidos de los
pacientes con DMJ y que los cristales de calcio son inductores de NETSs, lo que confirma la relacion entre
NETosis y calcinosis en la MII [80].

Otro mecanismo potencial de dafio vascular promovido por LDG y NETs es el efecto interferogénico de LL-
37. Encontramos que las NETs de GBD y neutréfilos convencionales son una fuente de LL-37, que se sabe
que promueve la secrecion de interferdn tipo I por células dendriticas plasmocitoides [81]. LL-37 se expresa
en los neutrofilos de la piel y los musculos de pacientes con polimiositis y dermatomiositis
independientemente de la duracion de la enfermedad y la terapia inmunosupresora y se correlaciona con los
niveles de CPK [81], similar a nuestros hallazgos. Nuestro estudio plantea a las NETs como una potencial
fuente de LL-37 extracelular lo que puede contribuir a la activacion de la via del IFN tipo I en MIL.

En cuanto al perfil de autoanticuerpos, encontramos que los GBD se encuentran aumentados en pacientes
con DM con anticuerpos anti MDAS. Dichos pacientes presentan una firma de IFN intensa, vasculopatia, con
EPI severa, ulceras, papulas palmares y manos de mecanico, con rarefaccion capilar y estructuras tubulo-
reticulares en células endoteliales de biopsias musculares [82]. Ademas, confirmando el efecto vasculopatico
de las NETs, encontramos aumento de las NETs circulantes en pacientes con anticuerpos anti PM-Scl75. En
estos sujetos, la NETosis también podria tener un papel vasculopatico, ya que presentan fenémeno de
Raynaud y caracteristicas similares a esclerosis sistémica [83]. Ademas, la combinacion de un alto porcentaje
de GBD CD10+ y NETs se relacion6 con la presencia de calcinosis y ulceras cutaneas, lo que confirma su

papel como marcadores de vasculopatia en el contexto de las MII.
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Por otra parte, las NETs fueron mas altas en pacientes con titulos elevados de anticuerpos antinucleares, lo
que coincide con los datos de van der Linden, ef al/, quienes demostraron que en pacientes con LEG, los
titulos altos de anticuerpos antinucleares se asocian con un aumento de NETs circulantes [84].

Finalmente, nuestro estudio es el primero en describir la expresion de las E3 ligasas de ubicuitina TRIM63 y
Atrogin-1 en CMNs y musculo de pacientes con MII, lo que constituye a este grupo de enfermedades como
un modelo de atrofia inducida por inflamacion.

La inflamacion sistémica presente en las MII, incluyendo las alteraciones en neutréfilos y monocitos
previamente descritas, pueden contribuir a la expresion de dichas ligasas de ubicutina. La expresion de
Atrogin-1 se encuentra regulada principalmente por el factor de transcripcion FOXO [85], mientras que la de
TRIM63 se induce por citocinas pro-inflamatorias, tales como TNF-a, IL6, IFN-y e IFN-o mediante NF-xB
0 STAT-1 [86]. En lineas celulares musculares (C2C12), el estimulo con IL-1 promueve la produccion de
Atrogin-1 y MuRF1 a través de NF-xB [87], por lo tanto, las citocinas clave en la inflamacion muscular
inducen la expresion de ambas E3 ligasas de ubicuitina.

Interesantemente, encontramos que los GBD correlacionaban con el dafio muscular. La atrofia muscular
puede estar relacionada con dicha poblacion celular a través de la produccion de especies reactivas de oxigeno
durante la NETosis [88] ya que la sintesis de Atrogin-1 es promovida en células C2C12 por la p38 MAPK,
ERK1/2 y JNK ante el estimulo con TNF-a y H202 en las mismas células [89, 90]. Ademads, la atrofia
muscular inducida por TNF, ocurre a través de NF-kB en presencia de ERO [90],

lo cual sugiere la participacion de esta subpoblacion de neutréfilos mediada por su capacidad de inducir NETs
y la expresion de Atrogin-1.

Dentro de los principales estimulos inflamatorios involucrados en atrofia muscular, se encuentran la
estimulacion de receptores de patrones moleculares asociados a dafio y a patoégenos, incluyendo receptores
de 4cidos nucleicos (RIG-1, y melanoma differentiation-associated protein 5 (MDAS)) y TLR9 en células
dendriticas plasmocitoides [91]. La estimulacion de RIG-1 y MDAS conlleva la produccion de citocinas pro-
inflamatorias e IFN tipo I a través de IRF3, IRF7 y NF-«B [92]. Las proteinas inducidas por IFN-o como
ISG-15 (Interferon stimulated gene) se han encontrado en miofibras atroficas [32] y los interferones tipo I
han demostrado ser capaces de inhibir la diferenciacion de fibras musculares de raton en cultivos celulares

[93].
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Tanto IFN-a como IFN-y y TNF-a son capaces de inducir la transcripcion del gen de Atrogin-1 y TRIM63,
esta ultima citocina a través de NF-kB y STAT-1a [94]. La presencia de IFN-a e IFN-y, disminuyen la
expresion de la cadena pesada de miosina Ila y del factor regulador muscular de diferenciacion MyoD [94].
Nuestros datos enfatizan la capacidad de los IFN tipo I y II de inducir atrofia y de impedir la diferenciacion
de mioblastos a miocitos.

X. Conclusiones.

Los pacientes con MII tienen alteraciones cuantitativas y funcionales en componentes de la inmunidad innata
como son monocitos y GBD, lo cual correlaciona con citocinas pro-inflamatorias y parametros de actividad
y daflo. Los pacientes con MII tienen aumento en la expresion de las E3 ligasas de ubicuitina Atrogin-1 y
TRIM63 en relacion con proteinas relacionadas con IFN y la expresion de Atrogin-1 en CMNs es mayor en
pacientes con atrofia clinicamente determinada, lo que la convierte en un potencial biomarcador de dicha
complicacion en MII.
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