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RESUMEN

Introduccion: Las miopatias inflamatorias idiopaticas (Mll) son enfermedades autoinmunes sistémicas
caracterizadas por miositis con frecuencia variable de afectacion extramuscular. Dentro de la
fisiopatologia de la enfermedad, la respuesta inmune patogénica se encuentra dada principalmente por
linfocitos T, B, macrofagos y células dendriticas; mientras que el papel de los neutréfilos y monocitos no
ha sido completamente estudiado. Datos previos han demostrado que los pacientes con MIl tienen
aumento de los granulocitos de baja densidad. Estas células junto con los monocitos pueden ser
patogénicas, pero de manera reciente también se ha demostrado que tienen funcion reguladora. A estas
células se les conoce como mieloides supresoras (CMS) monociticas (CMS-Mo) o neutrofilicas (CMS-Gr)
y se han encontrado aumentadas en mltiples patologias incluyendo cancer, infeccionesy enfermedades
autoinmunes. Hasta el momento se desconoce si la proporcion de CMS es diferente en pacientes con Mli
en comparacion con controles sanos. El objetivo de este estudio fue evaluar la proporcion de CMS, su
expresion de moléculas reguladoras como PD-L1y ARGL1 y su relacion con las caracteristicas clinicas de

dichos pacientes.

Métodos: Se reclutaron a 22 pacientes con diagnéstico de MIl y 14 controles sanos sin datos clinicos ni
antecedentes familiares de enfermedad autoinmune. Los pacientes fueron evaluados para determinar la
cantidad de actividad musculary extramuscular asi como el dafio acumulado y discapacidad mediante el
constructo IMACS. La proporcion de CMS y su expresion de marcadores relacionados con regulacion se
evaluaron mediante citometria de flujo. El analisis estadistico se realiz6 mediante U de Mann-Withney
para demostrar diferencias entre medianas independientes. Se usO el coeficiente de correlacion de

Spearman para evaluar correlacion entre variables cuantitativas.

Resultados: Doce pacientes con Ml fueron mujeres (54.5%). La mediana e intervalo intercuartil (1IIC) de
edad fue de 40 (26-42.5) afios y los pacientes tuvieron un tiempo desde el diagnéstico de 6 (4.5-9.75)
meses. El diagndstico mas frecuente fue la dermatomiositis (72.7%) y la mayoria de los pacientes tenian
anticuerpos anti-Ro52 (36.4%), anti-MDA5 y anti-Mi2 (18.2% cada uno). En el momento de la evaluacion,
el 68.2% delos pacientes tomaban prednisona, 31.8% metotrexato, 9.1% azatioprina, 18.2% micofenolato
de mofetilo y 31.8% hidroxicloroquina. Dieciséis pacientes (76.2%) presentaron manifestaciones

cutaneas, el 47.6% tenia disfagiay el 23.8% tenia enfermedad pulmonar intersticial. Cinco controles sanos
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eran mujeres (35.7%). La mediana de edad era de 27.5 (25-33) afios. No hubo una diferencia
estadisticamente significativa en la edad y el sexo de los grupos de estudio. La proporcion de CMS-Gr fue
mayor en pacientes con Mll en comparacién con controles sanos 0.73 con una mediana de (0.21-2.15) s
0.12 % (0.02-0.31), p<0.007), destacando también el mayor numero de CMS-Gr inmaduras en pacientes
con miopatia inflamatoria con una mediana de 89.6 (33-97.1) vs 30 (20.3-49) en controles sancs con
p=0.0023, mientras que las CMS-Gr maduras fueron menores en miopatias inflamatorias con mediana de
10.2 (2.9-67) vs 70.85 (52.2-79.7) en controles sanos con una p=0.0001, encuanto a la expresiéon de Argl
por intensidad media de fluorescencia (IMF) en CMS-Gr se encontré una mediana de 5372 (3072-7214),
comparado con 1758 (1089-4747) en controles sanos con una p=0.034, mientras que en el porcentagje de
CMS-Gr PDL1+ se encontré una mediana de 0.44 (0.12-0.65) en miopatias y en controles sanos 0.04
(0.004-0.25) con un valor de p=0.031. El porcentaje de CMS-Mo fue mayor en Mll con mediana de 1.11
(0.07-2.9) vs controles sanos 0.08 (0.01-1.27) con p=0.029. La proporcion de CMS-Mo Argl+ fue de 0.52
(0.16-1.24) en Mll y en controles sanos 0.01 (0.001-0.31) con p=0.07. La IMF de arginasa-1 en CMS-Mo
fue mayor en MIl con mediana de 3507 (3339-5483) vs 1967 (1540-2849) con p=0.028, el porcentaje de
PDL1 en CMS-Mo en MIl arroj6 una mediana de 0.5 (0.14-1.7) y en controles sanos de 0.001 (0.0-0.01)
con p=0.0008. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de PD-L1
entre pacientes con MIl y controles sanos. Ademas, las CMS mostraron correlacién con diversos

parametros de actividad y dafio.

Conclusiones: Los pacientes con MIl tienen una mayor proporcion de CMS-Gr con un fenotipo inmaduro
y una expresion mas alta de arginasa 1. De igual forma, las CMS-Mo se encuentran aumentadas en
pacientes con MIl. La proporcién de CMS PD-L1+ fue mayor en pacientes con MIl que en sujetos control.
Existe correlacion entre la proporcién de CMS y los parametros de actividad y dafio de pacientes con Ml
Se requieren mas estudios para evaluar su capacidad supresora y su relacion con otras caracteristicas

clinicas, incluida la presencia de neoplasia.



INTRODUCCION

Las miopatias inflamatorias idiopaticas (MIl) son un grupo heterogéneo de enfermedades
caracterizadas por debilidad muscular proximal, aumento de creatina fosfoquinasa, hallazgos
miopaticos en la electromiografia e infiltrado inflamatorio en la biopsia de musculo(1). Incluidas en el
espectro de las miopatias inflamatorias idiopaticas se encuentran la dermatomiositis (DM),

polimiositis (2), miopatia necrosante inmunomediada (3) y sindrome anti - sintetasa (SA) (1).

La fisiopatologia de dichas enfermedades es compleja e incluye mdltiples alteraciones en el sistema
innato y adaptativo. Con respecto al sistema inmune innato, en el masculo, las células mieloides
juegan un papel fundamental en el dafio a membranas de miocitos, en donde aparentemente los
diferentes ciclos de isquemia y reperfusion promueven la liberacion de radicales libres de oxigeno y
la invasion de macréfagos y neutréfilos con el consecuente dafio de la membrana(4). Asimismo, los
neutréfilos destruyen miocitos en co-cultivo (4) y los macréfagos provenientes de monocitos, infiltran
frecuentemente el musculo en pacientes con miopatias (5), por lo que las células mieloides

aparentemente juegan un papel importante en la fisiopatogenia de las MIl.

Dentro de las subpoblaciones de células mieloides, recientemente se ha descrito un subtipo con
funcién inmunosupresora en sangre periférica en pacientes con cancer, infecciones y enfermedades
autoinmunes, conocidas como células mieloides supresoras (CMS) (6). Dichas células son el
resultado del aumento en la hematopoy esis y tienen un fenotipo inmaduro. Para mantener el fenotipo
inmaduro, las CMS dependen de varios estimulos entre los que se encuentran VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), trauma, IL-1p (Interleucina 1 Beta)(7), COX-2 (Ciclooxigenasa 2),
Prostaglandinas, IL-6 (Interleucina 6), IFN-y (Interferon gamma) y TGF-B (factor de crecimiento
transformante beta); mientras que TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) favorece la acumulacion y
supervivencia de dichas células en sangre periférica (8), y las proteinas S100A8 y S100A9 han

demostrado ser las principales quimioatrayentes de células mieloides supresoras hacia tumores (9).



Se han descrito 2 fenotipos principales de células mieloides supresoras, las similares a neutroéfilos o
granulociticas (CMS-Gr) y a monocitos (CMS-Mo). Las primeras se caracterizan por la expresion de
CD33dim, CD11b+, CD15+ 6 CD66b+,y utilizan principalmente especies reactivas de oxigeno (ERO)
como el mecanismo de supresion inmune, mientras que las monociticas expresan CD33+, CD11b+,
CD14+ y HLA-DR- (10) y utilizan principalmente dxido nitrico, la deplecion de aminoécidos por
arginasa-1 (ARG-1), la deplecién de L-triptofano y de L-cisteina y una variedad de citocinas
supresoras inmunitarias para suprimir diversas funciones inmunes (11). Globalmente, las CMS usan

los siguientes mecanismos de supresion:

El primer tipo de mecanismo es el agotamiento de los nutrientes requeridos por los linfocitos
especificamente, el agotamiento de la L-arginina mediante la accién de ARG-1. El agotamiento de
estos aminoacidos provoca la disminucién de la cadena C en el receptor de la célula T (TCR)

inhibiendo la funcién de las células T activadas por antigeno (12).

El segundo tipo de mecanismo es la generacion de estrés oxidativo, que es causada por la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno por CMS. El
peroxinitrito y peroxido de hidrégeno son producidos por las actividades combinadas y de
cooperaciéon de NADPH oxidasa, ARG1 e iNOS en diferentes subconjuntos de CMS, y estas
especies reactivas promueven la pérdida de la cadena ¢ de TCR y la interferencia con el receptor de

IL-2 (12).

El tercer tipo de mecanismo interfiere con el trafico de linfocitos y la viabilidad. La expresion de
ADAM17 en la membrana plasmatica de las CMS disminuye la expresion CD62 en la superficie de
las células CD4+ y T CD8+ virgenes, limitando de este modo la recirculacién de las células T a los
ganglios linfaticos. Otro ejemplo es la modificacion de CCL2 por el peroxinitrito derivado de CMS, un
proceso que altera la migracién de las células T CD8+ efectoras al nicleo del tumor. Ademas, las
CMS expresan galectina 9 que induce la apoptosis de las células T. Las CMS también disminuyen

el nimero de células NK humanas, principalmente a traves de mecanismos dependientes del



contacto de la membrana y a través de la interaccidn con el receptor de células NK NKp30 (también

conocido como NCR3) (12).

El cuarto tipo de mecanismo es la activacion y expansion de células T Reguladoras (Treg). Las CMS
promueven la expansion clonal de células Treg y también inducen la conversion de las células T
CD4+ virgenes a células Treg. Los mecanismos no se entienden completamente, pero pueden
implicar el contacto de célula a célula (incluyendo las interacciones CD40-CD40L), la produccion de
factores solubles (tales como IFN, IL-10 y TGF) por las CMS y, posiblemente, también la expresion
de ARG1 por las CMS (12). Finalmente se ha demostrado que las células mieloides supresoras
también son capaces de favorecer la produccién de IL-10 (Interleucina-10) por parte de células B en

el modelo animal de lupus Roquinsan/san (13).

La expansion y la activacién de las CMS

La expansion y la activacion de las CMS estan influenciadas por varios factores diferentes, que se
pueden dividir en dos grupos principales (12). El primer grupo incluye factores que se producen
primordialmente por las células tumorales, que promueven la expansién de las CMS a través de la
estimulacion de mielopoyesis e inhibicion de la diferenciacion de las células mieloides maduras. El
segundo grupo de factores se produce principalmente por células T activadas y las células del

estroma del tumor, y estd implicado en la activaciéon de CMS directamente (12).

Mecanismos de expansion de las CMS.

Los factores que inducen la expansion de las CMS incluyen la ciclooxigenasa 2, prostaglandinas,
factor de células madre, IL-6, granulocitos / macréfagos y factor de crecimiento endotelial vascular
(13). La mayoria de estos factores desencadenan vias de sefializacién en las CMS que convergen
en Janus quinasa (JAK), miembros de la familia de proteinas y transductor de sefales y activador
de la transcripcion 3 (STAT3), que son moléculas que estan implicadas en la supervivencia celular,

proliferacion, diferenciacion y apoptosis (12).



Las CMS en ratones portadores de tumores tienen un aumento notable en los niveles de STAT3
fosforilado en comparacién con células mieloides de ratones sanos. La exposicion de células
progenitoras hematopoyéticas al sobrenadante de cultivos de células del tumor resulté en la
activacion de JAK2y STAT3, y se asoci6 con una expansiéon de CMS in vitro. La activacion de STAT3
se asocia con aumento de la supervivencia y proliferacion de células progenitoras mieloides,
probablemente a través de la regulacion positiva de la expresion de Bcl6, ciclinaD1, MYCy survivina.
Asimismo, la activacion anormal y persistente de STAT3 en células progenitoras mieloides previene
su diferenciacién en células mieloides maduras y con ello promuewve la expansién de CMS (12).

Los resultados recientes sugieren que la STAT3 regula también la expansion de CMS mediante la
induccién de la expresion de proteinas de unién a calcio. S100A8 y S100A9 pertenecen a la familia
de proteinas de unién a calcio. La regulacién positiva de STAT3 es dependiente de la expresion de
S100A8 y S100A9 por las células progenitoras mieloides, impide su diferenciacion y resulta en la
expansion de las CMS en los bazos de ratones transgénicos portadores de tumor que sobreexpresa
S100A9. Por el contrario, las CMS no se expanden en la sangre periférica y bazo de ratones

deficientes para S100A9 (12).

Mecanismos de activacion de las CMS.

Recientemente, se ha puesto de manifiesto que la actividad supresora de las CMS requiere no sélo
de factores que promueven su expansion, sino también de factores que inducen su activacion. La
expresion de estos factores, que son producidos principalmente por células T activadas y células
estromales tumorales, es inducida por diferentes productos bacterianos y virales, o como resultado
de la muerte de células tumorales. Estos factores, que incluyen IFN, ligandos para receptores de tipo
Toll (TLRs), IL-4, IL-13 y factor de crecimiento transformante-B, activan varias vias diferentes de
sefalizacién en las CMS que implican STAT6, STAT1 y el factor nuclear-kB (14). La activacion de la
ruta de sefializacion de IL-4 en las CMS recién aisladas induce la expresion de la ARG-1. Ademas,
IL-4 e IL-13 regulan a la alza la actividad de la ARG-1, lo que aumenta la funcién supresora de las
CMS (14). En linea con estas observaciones, otros experimentos han demostrado que la deficiencia

de STAT6 bloquea la produccién de la arginasa-1 por CMS. Por otra parte, también se encontré que



la via de IL-4-STATG6 esta involucrada en la produccion de IL-13 inducida por factor de crecimiento
transformante Beta en CMS de ratones con sarcoma, lo que resulta en una disminucion de
inmunovigilancia del tumor. Estas observaciones indican que la activacion de CMS es una accion
basica de la respuesta inmune innata del huésped a los patégenos que expresan ligandos de
receptores de tipo Toll (14).
Relacién entre las CMS y diversas patologias
Las células mieloides supresoras se han encontrado expandidas principalmente en pacientes con
céncer, asi como en multiples modelos de enfermedad autoinmune incluyendo esclerosis miltiple,
enfermedad inflamatoria intestinal, uveoretinitis, alopecia areata, diabetes mellitus tipo 1, artritis
reumatoide y lupus eritematoso generalizado, entre otras (15).

- CMS en trastornos autoinmunes
En enfermedades autoinmunes, resultados paradéjicos han demostrado que las células mieloides
supresoras pueden ser inmunosupresoras o patogénicas dependiendo del modelo de estudio y del
ambiente en el que se encuentren. De igual forma, en un modelo animal humanizado de lupus en
donde se inyectaron células mononucleares de sangre periférica a un ratén inmunodeficiente, se
observé que cuando se retiraban las células mieloides supresoras habia una disminucién de la
gravedad de la nefritis y de la cantidad de IL-17A (Interleucina 17-A) en bazo y rifién (17). En el
modelo animal de lupus (NZB X NZW)F1, se observa disminucion de la funcion de las células
mieloides supresoras granulociticas ya que estas favorecieron la proliferaciéon de células T, mientras
que las células mieloides supresoras monociticas la disminuyeron (18). En pacientes con lupus de
reciente diagnostico, las células mieloides supresoras monociticas se encuentran aumentadas,
correlacionando con la actividad de la enfermedad y disminuyen después del tratamiento (19). En
contraste, en el modelo animal Roquinsavsan | infusién de células mieloides supresoras demostré
disminuir la infiltracién de linfocitos en 6érganos linfoides y rifidn y disminuyé la cantidad de

inmunoglobulinas y de células Thl, Thl7 (13).

En artritis reumatoide en 11 pacientes sometidos a artrocentesis (20), aproximadamente 85% de las

células en la articulacion tenian fenotipo de células mieloides supresoras, 95% granulociticas (20).



Cuando dichas células se pusieron en contacto con células T autélogas, hubo disminucion de la
proliferacién de células T (20). En modelos animales de artritis inducida por colagena, las células
mieloides supresoras se acumulan en el bazo de los ratones desde el dia 20 de la induccion de
artritis e inhiben la proliferacion de células T autélogas cuando se ponen en relacion 1:1 6 1:4 (16).
Ademas, las células mieloides supresoras fueron capaces de suprimir la secrecién de citocinas por
linfocitos T incluyendo IFN-y (interferon gamma), IL-2 (Interleucina 2), TNF-a (Factor de necrosis
tumoral alfa) e IL-6 (Interleucina-6), mientras que aumentaron los niveles de IL-10 (Interleucina-10)
y los de IL-4 (Interleucina-4) permanecieron inalterados (16). En este estudio, las células mieloides
supresoras disminuyeron la cantidad de Th17 (13) y la eliminacion de estas impide la mejoria que

normalmente ocurre espontaneamente en este modelo (16).

En otros modelos animales de artritis inducida por colagena se observo disminucién de la
proliferacién de CD4 al ser incubados con células mieloides supresoras monociticas (21). El
mecanismo es dependiente de IFN-y (interferon gamma) secretado por células T activadas que
inducen la sintesis de éxido nitrico por parte de las células mieloides supresoras y por lo tanto
disminucion de la proliferacion de células T (21). De igual forma en presencia de CMS, las células B
disminuyeron su proliferacién y la produccién de IgG (Inmunoglubulina G) e IgM (Inmunoglobulina
M), con un mecanismo dependiente de 6xido nitrico y prostaglandina E2 (20). En contraste con estos
datos, en presencia de RANKL (Receptor de factor activador nuclear Kappa B ligando), las CMS se
pueden diferenciar a osteoclastos y favorecer las erosiones en modelos animales de artritis
reumatoide (22). De igual forma, otros estudios han demostrado que en modelos animales de artritis
las células mieloides supresoras son capaces de inducir un fenotipo Thl7 y por lo tanto ser

patogénicas (23).

De igual forma, en contraste con su efecto inmunosupresor, las células mieloides supresoras en
sangre periférica correlacionaron con el grado de inflamacién de glandulas salivales y la transferencia
de células mieloides supresoras a un modelo animal de sindrome de Sjogren empeord las

caracteristicas clinicas (25).
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Dentro de las moléculas reguladoras asociadas a CMS se encuentran PD-L1, cuya expresién se ha
observado aumentada en MIl y es importante en el control de la activacion de las células T. El
balance de la inmunidad mediada por las células T es determinante en el control de enfermedades
infecciosas y cancer y en el desarrollo de tolerancia inmunolégica a los antigenos propios. La
induccion y mantenimiento de la tolerancia mediada por células T a través de la via PD-1/PDL limita
la respuesta de subpoblaciones de células T efectoras para evitar dafio tisular como resultado de

una mayor actividad de la inmunidad.

En resumen, aunque las CMS se describieron originalmente en el contexto de células tumorales en
ratones y pacientes con cancer, en los Ultimos afios se ha estudiado que participan en mdiltiples
respuestas inflamatorias, tales como infecciones y mas recientemente en autoinmunidad. No
obstante, la proporcion de CMS y su expresion de moléculas relacionadas con regulacién como

ARG1 y PD-L1 nunca se ha estudiado en MiIl.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fisiopatogenia de las MIl no es completamente conocida. A pesar de que existe evidencia en
modelos animales y en biopsias musculares de pacientes con MIl de la participacién de células de
origen mieloide en la inflamacién patogénica en dichas enfermedades, nunca se ha determinado si
las células mieloides supresoras se encuentran aumentadas en pacientes con MIl y si tienen

caracteristicas inmunofenotipicas diferentes en comparacién con sujetos sanos.

JUSTIFICACION
Encontrar un aumento en las células mieloides supresoras en pacientes con MIl y observar si
correlacionan con actividad de la enfermedad contribuird al conocimiento del papel de las células

mieloides en la fisiopatogenia de pacientes con miopatia.

HIPOTESIS
Pregunta de investigacion:
¢La proporcion de células mieloides supresoras en sangre periférica sera diferente en pacientes con

miopatias inflamatorias en comparacién con sujetos control?

Hipétesis:

Los pacientes con miopatias inflamatorias Idiopaticas tendran el doble de células mieloides

supresoras en sangre periférica en comparacion con sujetos control.
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OBJETIVOS

Objetivo principal.

Evaluar la proporcién de CMS en sangre periférica de pacientes con Ml y sujetos control.

Objetivos Especificos.
1. Realizar una caracterizacion inmunofenotipica de las CMS en pacientes con miopatia
inflamatoria idiopatica incluyendo su expresion de PD-L1 y arginasa 1.
2. Cuantificar la proporcién de CMS en pacientes con miopatia inflamatoria idiopatica y su

relacién con actividad de la enfermedad.

Objetivos secundarios.

1. Ewvaluar la actividad muscular de los pacientes con miopatias inflamatorias mediante EVA
(Escala visual analoga) del paciente y médico, HAQ (Cuestionario de capacidad funcional),
MMT8 (Evaluacion manual de 8 grupos musculares) (26), MYOACT (Escala de evaluacion
de actividad de la miositis en la enfermedad) (27) y MITAX (indice de actividad de miositis
por intencién a tratar) (26)

2. Evaluarlaactividad cutanea de los pacientes con dermatomiositis mediante la escala CDASI
(Evaluacion de actividad cuténea de la enfermedad).

3. Evaluar el dafio acumulado y discapacidad mediante MDI

PACIENTES Y METODOS.
Este fue un estudio de casos y controles se reclutaron 22 pacientes con diagnostico de MII de
acuerdo con los criterios de Bohan y Peter y/o ACR EULAR o Sontheimer y Connor segun

correspondiera (28,29) y de acuerdo con los siguientes criterios:
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Criterios de inclusién

-Grupo de estudio: Pacientes mayores de 18 afios, con diagnéstico de miopatias inflamatorias
idiopaticas con cualquier grado de actividad de la enfermedad y tiempo de evolucidn de la misma
con o sin tratamiento inmunosupresor y que consientan latoma de una muestra de sangre periférica.
-Grupo control: Hombres y mujeres mayores de 18 afios sin antecedentes familiares o personales
de enfermedades autoinmunes. Ademas, que no tengan diagnéstico de cancer o infecciones de
cualquier tipo, embarazo o puerperio en las Ultimas dos semanas Yy, por lo tanto se diagnostiquen

como clinicamente sanos por un médico internista o reumatologo.

Criterios de exclusion

Grupo de estudio:

-Pacientes con diagnéstico de otra enfermedad del tejido conectivo o autoinflamatoria.

-Embarazo o puerperio.

-Infecciones agudas o crénicas de cualquier tipo en las Ultimas dos semanas.

-Pacientes que no otorguen consentimiento informado para la toma de muestra de sangre periférica.
Grupo control:

-Diagnostico de cancer

-Infecciones de cualquier tipo en las Ultimas dos semanas incluyendo virales crénicas

-Embarazo o puerperio en las Ultimas dos semanas

-Sujetos que no otorguen consentimiento informado para la toma de muestra de sangre periférica.

Criterios de eliminacién

-Pacientes en quienes la informacién no sea completa para la realizacién del andlisis.

Los sujetos se evaluaron clinicamente para determinar los parametros de actividad y dafio
acumulado a nivel muscular y extramuscular mediante los parametros del consorcio IMACS.

Ademas, se les llevd a cabo una capilaroscopia del lecho ungueal con un capilaroscopio 500X y del
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expediente clinico se recabaron los parametros pulmonares. Posteriormente, se tom6 una muestra

de sangre periférica para separar células mononucleares por gradientes de densidad con Ficoll y se

marcaron con anticuerpos acoplados a fluorocromo. Las muestras se adquirieron en un citémetro de

flujo LSR Fortessa de 4 lasers y se catalogaron como CMS -gr aquellas CD33dim, CD14-, CD15+,

CD16- (inmaduras) y CD16+ (maduras) o monaociticas (CD33+, CD11b+, CD14+, HLA-DR-). De igual

forma se evalué la proporcién de CMS positivas para arginasa 1 y PDL1 y su expresion de dichas

moléculas mediante la intensidad media de fluorescencia. Dicho procedimiento se llevé a cabo de

igual forma en 14 controles sanos ajustados por edad y género. Las muestras se analizaron con el

software Flow-Jo y la estrategia de gating se muestra en la figura 1.

Figura 1. Estrategia de gating para la evaluacion de la proporcién de CMS y su expresiéon de

ARGl y PD-L1
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Se compararon las proporciones de CMS y su expresion de las moléculas de interés mediante U de
Mann Whitney. Posteriormente, se evalué si el porcentaje de células mieloides supresoras
correlaciona con las caracteristicas clinicas de pacientes con miopatias mediante Rho de Spearman.

Se tomé un valor de p<0.05 y el andlisis se llevd a cabo con la ayuda del software SPSS v21.

RESULTADOS

Doce pacientes con Mll fueron mujeres (54,5%). La mediana de edad fue de 40 (26-42.5) afios y los
pacientes tuvieron un tiempo desde el diagndstico de 6 (4.5-9.75) meses. El diagnéstico més
frecuente fue la dermatomiositis (72.7%) y la mayoria de los pacientes tenian anticuerpos anti-Ro52
(36.4%), anti-MDAS5 y anti-Mi2 (18.2% cada uno). En el momento de la evaluacién, el 68.2% de los
pacientes tomaban prednisona, 31.8% metotrexato, 9.1% azatioprina, 18.2% mofetil micofenolato y

31.8% de hidroxicloroquina.

En la tabla 1, se muestran las caracteristicas demogréficas, los diagndsticos, manifestaciones
clinicas, anticuerpos de MIl y tratamiento inmunosupresor de pacientes y controles sanos. Dieciséis
pacientes (76.2%) presentaron manifestaciones cutaneas, el 47.6% tuvieron disfagia y el 23.8%

tuvieron enfermedad pulmonar intersticial.
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FIGURAS Y TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas demograficas, diagnosticos, manifestaciones clinicas, anticuerpos de

MIl'y tratamiento inmunosupresor de pacientes con MIly controles sanos.

Variable Mil Control sano P
N=22 N=14
Mediana (IIC) Mediana (IIC)
Mujer (%) 12 (54.5) 5(35.7) 0.2
Edad en afios 27.5 (25-33) 40 (26.00-42.50) 0.18
Diagnostico
Dermatomiositis (%) 16 (72.7)
Sindrome anti-sintetasa 3(13.6)
Sindrome de sobreposicion(%) 2(9.1)
Miopatia necrosante(%) 1(4.5)
Uso de inmunosupresores
Uso de prednisona (%) 15 (68.2)
Dosis de prednisona (mg) 30 (15-60)
Uso de metotrexate (%) 7(31.8)
Dosis de metotrexate (mg) 15 (15-17.5)
Uso de azatioprina (%) 2(9.2)
Dosis de azatioprina (mg) 75 (50-100)
Uso de mofetil micofenolato(%) 4(18.2)
Dosis de mofetil micofenolato (gr) 2 (1.25-2.75)
Uso de hidroxicloroquina (%) 7 (31.8)
Dosis de hidroxicloroquina (mg) 200 (200-200)
Capilaroscopia anormal (%) 17 (77.3)
Capilares dilatados (%) 12 (54.5)
Mega capilares (%) 5(13.9)
Pérdida de capilares (%) 15 (68.2)
Hemorragias (%) 8 (36.4)
Neovasos (%) 2(9.1)
Ramificaciones (%) 7 (31.8)
Trombosis (%) 3(13.6)
Calcinosis (%) 2(9.1)
Manifestaciones cutaneas (%) 16 (76.2)
Disfagia (%) 10 (47.6)
Ulceras (%) 3(13.6)
Enfermedad pulmonar intersticial (%) 5(23.8)
NINE 4 (80)
NOC 1(20)
Anticuerpos
Jol 2(9.1)
PL12 1(4.5)
Mi2 4(18.2)
SRP 1(4.5)
MDA5 4(18.2)
NXP2 1(4.5)
TIFL gamma 3(13.6)
Ro52 8 (36.4)
PM/Scl75 1(4.5)
Ku 2(9.1)
SAE 1(4.5)
Tiempo de evolucion en meses 6 (4.5-9.75)
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Cinco controles sanos eran mujeres (35,7%). La mediana de edad fue de 27.5 (25-33) afios. No hubo

una diferencia estadisticamente significativa en la edad y el sexo de los grupos de estudio. En la

tabla 2, se muestran los parametros de laboratorio de pacientes con MIl.

Tabla 2. Parametros de laboratorio de pacientes con MIl.

Variable

Mil
N=22

Mediana (IIC)

Leucocitos totales (103ul)

7.4 (4.1-10.5)

Linfocitos totales (103ul)

899 (481-1353)

Neutroéfilos totales (103ul)

5534 (3117-9044)

Neutrofilos/linfocitos

4.8 (2.56-8.18)

Monocitos totales (103ul)

391 (254-728)

Hemoglobina (gr/dl)

13.9 (11.6-15.12)

Creatinina (mg)

059 (0.43-0.74)

BUN (mg/dl)

12.4 (10.4-13.7)

CPK (Creatina-fosfokinasa) (U/L)

155 (77-3645)

DHL (Deshidrogenasa lactica) (U/L)

378 (248-672)

Aldolasa (U/L) 7.8 (4.7-14.8)
ALT (Alanina transaminasa) U/L 64 (27-161)
AST(Aspartato aminotransferasa) U/L 95 (38-245)
Albumina (g/dI) 3.6 (3.3-4.0)
Globulinas (g/dl) 3.3(2.9-3.8)

C3 (Complemento C3) mg/dl

119 (101-132)

C4 (Complemento C4) mg/dl

26 (21.5-33.2)

PCR (Proteina C Reactiva) (mg/L)

0.34 (0.22-3.5)

VSG (Velocidad de sedimentacion globular) (mm/hr)

12 (7-24)

En la tabla 3 se muestran los pardmetros de actividad de la enfermedad, dafio acumulado y

discapacidad de los pacientes con MiIl.

Tabla 3. Pardmetros de actividad y dafio en pacientes con MiIl.

Variable Ml Ml
N=22 N=22
Mediana (IIC) Mediana (IIC)
Prueba muscular manual-8 (MMT-8) 123(97-143) | Escalavisual analoga (EVA 5 (0-10)
gastrointestinal)
Escala visual analoga (EVA médico) 7 (5-10) Escala visual analoga (EVA 0 (0-10)
cardiovascular)
Escala visual analoga (EVA 8 (6.75-10) Escala visual analoga (EVA 0 (0-4)
paciente) pulmonar)
Dafio cutaneo activo 3.5(0-14.75) | Escalavisual analoga (EVA 4.5 (0-7.25)
extramuscular)
Dafio cutaneo croénico 0.5 (0-10) Escala visual analoga (EVA 5 (0.75-7.75)
muscular)
Escala visual analoga (EVA 5.5 (0-10) Escala visual analoga (EVA 7 (5-8.25)
constitucional) global)
Escala visual analoga (EVA cutaneo) | 3 (0-6) Cuestionario de capacidad 2 (0-2.8)
funcional (HAQ)
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Variable Mediana Variable Mediana (min-

(min-max) max)
Dafio muscular EVA 0 (0-2) Dafio endécrino EVA 0 (0-1)
Dafio muscular suma 0 (0-1) Dafio enddcrino suma 0 (0-1)
Dafio esquelético EVA 0 (0-1) Dafio infeccion EVA 0 (0-1)
Dafo esquelético suma 0(0-1) Dafio infeccion suma 0 (0-1)
Dafo cutaneo EVA 0 (0-3) Dafo malignidad EVA 0(0-1)
Dafio cutaneo suma 0 (0-1) Dafio malignidad suma 0(0-1)
Dano gastrointestinal EVA 0 (0-1) Dano otro EVA 0 (0-1)
Dafio gastrointestinal suma 0 (0-1) Dafio otro suma 0 (0-1)
Dafio pulmonar EVA 0 (0-10) Dafio global EVA 0 (0-1)
Dafio pulmonar suma 0 (0-2) Extension del dafio 0 (0-0.08)
Dafo cardiovascular EVA 0(0-1) Gravedad del dafio 0(0-0.1)
Dafo cardiovascular suma 0 (0-1) Dano extendido 0 (0-2)
Dafio vascular EVA 0 (0-1) HAQ 2 (0-3)
Dafio vascular suma 0(0-1)

En la figura 2-4 y tabla 4 se muestran las proporciones de CMS-Gr maduras e inmaduras, CMS-Mo

Yy Ssu respectiva expresion de arginasa-1y PD-L1 en sujetos control y pacientes con MIl. Como se

observa, la proporcién de CMS de ambos tipos y la expresién de arginasa-1y PD-L1 fue mayor en

pacientes con MIl en comparacion con sujetos control.

Tabla 4. Proporcion de CMS y de su expresion de arginasa-1y PD-L1 en pacientes con Mll y

controles sanos.

Variable Mil Control sano P
N=22 N=14
Mediana (IIC) Mediana (IIC)
% de CMS-Gr 0.73 (0.21-2.15) 0.12 (0.02-0.31) <0.007
% de CMS-Gr inmaduras 89.6 (33-97.1) 30 (20.3-49) 0.0023
% de CMS-Gr maduras 10.2 (2.9-67.00) 70.85 (52.2-79.7) 0.0001
% de Argl+ CMS-Gr 0.56 (0.30-3.35) 0.01 (0.002-0.06) 0.0043
Intensidad media de 5372 (3072-7214) 1758 (1089-4747) 0.034
fluorescencia de Argl en
CMS-Gr
% de PDL1+ CMS-Gr 0.44 (0.12-0.65) 0.04 (0.004-0.25) 0.031
Intensidad media de 3259 (2002-3858) 1659 (1570-4289) 0.31
fluorescencia de PD-L1+ en
CMS-Gr
% de CMS-Mo 1.11 (0.07-2.9) 0.08 (0.01-1.27) 0.029
% de Argl+ CMS-Mo 0.52 (0.16-1.24) 0.01 (0.001-0.31) 0.07
Intensidad media de 3507 (3339-5483) 1967 (1540-2849) 0.028
fluorescencia de Argl en
CMS-Mo
% de PDL1+ CMS-Mo 0.5 (0.14-1.7) 0.001 (0.000-0.01) 0.0008
Intensidad media de 2585(1954-10393) 6295 (3437-36593) 0.15
fluorescencia de PD-L1+ en
CMS-Mo
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Figura 2. Proporciéon de CMS-gr maduras e inmaduras
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En la tabla 6 se muestran las correlaciones entre los parametros de actividad y dafio y la proporcién

de células mieloides supresoras, no hubo correlacién entre las CMS y la terapia inmunosupresora ni

en la expresion de arginasa-1 y PDL-1.

Tabla 6. Variables con correlacion significativa con CMS.

Variable

CMS-Gr

CMS-Gr Inmaduras

CMS-Gr maduras

CMS-Mo

EVA Extramuscular

R=0.673, P=0.016

EVA Global

R=0.636, P=0.026

Dafio cutaneo EVA

R=0.605, P=0.029

Dafio cutaneo suma

R=0.613, P=0.026

R=0.522,P=0.067

Dafio infecciéon EVA

R=0.694, P=0.009

R=0.514,P=0.072

Dafio Infeccién Suma

R=0.812, P=0.008

R=0.674,P=0.047

Dafio EVA muscular

R=0.542, P=0.056

R=0.438,P=0.041

R=-0.438,P=0.041

R=0.606, P=0.084

Dafio esquelético EVA

R=0.446,P=0.038

R=-0.446,P=0.038

Dafio esquelético suma

R=0.455,P=0.034

R=-0.475,P=0.034

Dafio cutaneo activo

R=0.585,P=0.046

Hemoglobina

R=-0.587,P=0.27

Albamina

R=0.761, P=0.072

R=0.484,P=0.026

Gravedad del dafio

R=0.606, P=0.084

R=0.681,P=0.043
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En la tabla 7, se muestran las correlaciones que mostraron una tendencia a la significa ncia

estadistica

Tabla 7. Correlaciones con tendencia a la significancia estadistica entre parametros de
actividad y dafio y la proporcién de CMS.

Variable

CMS-Gr

CMS-Gr Inmaduras

CMS-Gr maduras

CMS-Mo

Albumina

R=0.761, P=0.072

R=0.484, P=0.026

AST (Aspartato
aminotransferasa)

R=0.403, P=0.063

MITAX constitucional

R=0.562, P=0.072

MITAX cutaneo

R=0.504, P=0.095

Dafio muscular EVA

R=0.542, P=0.056

R=0.606, P=0.084

Dafio muscular Suma

R=0.550, P=0.051

R=0.633, P=0.068

Gravedad de dafio

R=0.606, P=0.084

R=0.681, P=0.043

CPK (Creatina-
fosfocinasa)

R=0.771, P=0.072

R=-0.761,P=0.072

DHL (Deshidrogenasa
lactica)

R=0.476, P=0.062

R=-0.476,P=0.072

Cutaneo croénico

R=0.949, P=0.051

PCR (Proteina C
Reactiva)

R=0.473, P=0.088

Dafio cutaneo suma

R=0.522, P=0.067

Dafio infeccién EVA

R=0.514, P=0.072

No se observé correlaciéon en la proporcién de CMS positivas para ARG-1 y PD-L1 nien la expresion

de dichas moléculas con respecto a las caracteristicas clinicas ni el nivel de actividad de los

pacientes.

DISCUSION

Los hallazgos mas importantes de este estudio son que las CMS-Gr y CMS-Mo incluyendo aquellas

gque expresan ARG-1y PD-L1 se encuentran aumentadas en pacientes con Mll y tienen una mayor

expresion de ARG-1. Aungue las CMS se describieron originalmente asociadas a tumores, se ha

propuesto que diversos procesos de etiologia no tumoral, como enfermedades infecciosas,

inflamatorias y autoinmunitarias (LEG, AR), presentan, de forma similar al cancer, un patron de

inflamacién crénica asociada a inmunosupresién, fenbmeno mediado en parte por las CMS.

Citocinas como INF-y, IL-1B, VEGF e IL-3 se liberan en las patologia inflamatorias y tumorales

mencionadas previamente y condicionan la mielopoyesis aumentando la proliferacion de precursores
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mieloides y bloqueando parcialmente su diferenciacién. Este fendmeno resulta en la acumulacién de
CMS, que luego migran a 6rganos linfoides secundarios y tejidos, donde ejercen su funcion

supresora.

Acorde con nuestros resultados, las CMS se han encontrado aumentadas en otras enfermedades
autoinmunes sistémicas como LEG y AR. En dichas enfermedades la proporcion de células mieloides

supresoras correlaciona con actividad y con un perfil pro inflamatorio. (34)

En nuestro estudio encontramos un aumento en la proporcién y expresion de ARG-1 en CMS-Gr y
CMS-Mo. La expresion de la ARG-1 se encuentra altamente inducida en enfermedades que implican
el mal funcionamiento del sistema inmune como la glomerulonefritis, en la epidermis de pacientes
con psoriasis hiperproliferativa, en pacientes con distintas formas de artritis, en el suero de pacientes
con asma crénica, en monocitos activados de pacientes con enfermedades autoinmunes y en células

mononucleares de pacientes con tuberculosis pulmonar activa. (35).

Si bien es cierto que esta enzima participa en la regulacion de la respuesta inmune, se sabe que en
otras enfermedades autoinmunes como LEG, el aumento en la produccién de ARG-1 promueve un
fenotipo Th17, y ademas en otras enfermedades autoinmunes como AR se ha Visto aumento en
ARG-1 lo cual indica que la capacidad reguladora de las CMS y de ARG-1 depende del ambiente en
el que se encuentren y que dicha enzima se encuentra aumentada en condiciones pro inflamatorias

(36).

De igual forma, las células mieloides supresoras de pacientes con lupus tienen una mayor expresion
de ARG1 en comparacion con controles sanos y la actividad de esta enzima favorecié la
diferenciacién hacia Th17. En pacientes con artritis reumatoide, hay un aumento de CMS y ARG-1
medido por ELISA en comparacion con controles sanos, lo que correlaciona inversamente con los
niveles de Th17 (r=-0.56, p=0.014). Esto nos lleva a concluir de nueva cuenta que la funcién de ARG-

1 varia de acuerdo con la enfermedad estudiada (37).
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La proporcién de CMS con expresion de PD-L1 también se observé aumentada en este estudio. PD-
L1 es una molécula clave que media la actividad inmunosupresora de las CMS a través de su
interaccion con el receptor PD-1 en las células T. (37). La importancia de PD-1/PD-L1 en la
regulacién inmune ha sido reconocida desde hace muchos afios, en enfermedades autoinmunes se
encarga de la modulacién de la activacion de linfocitos y respuestas inmunes. Tanto CMS-Mo
como CMS-Gr expresan la molécula inmunomoduladora PD-L1, y su nivel de expresion aumenta
significativamente tras la estimulacién con IFN-y mas LPS. La expresion de PD-L1 a nivel de
RNAmM se ha observado en pacientes con psoriasis activa, lo cual nos indica que en estados pro

inflamatorios también hay una sobre-expresién de dicha molécula (37).

Varias observaciones recientes en pacientes con AR han indicado que las interacciones entre (PD-
1)/(PD-L1) podrian desempefiar un papel en la regulacién de la hiporeactividad de las células T en
liquido sinovial, correlacionando con mayor actividad de la enfermedad (38). Esto también ha sido
demostrado mediante la medicién de la forma soluble de PD-L1 (sPDL1) en el suero de los pacientes,
donde interesantemente se ha visto aumento en los niveles séricos de sPDL1 en pacientes con DM

asociada a neoplasia (38).

Finalmente, en este estudio se encontrdé una correlacion entre la proporciéon de CMS vy las variables
de actividad y dafio en pacientes con MiIl, lo cual coincide con trabajos previos en LEG, en donde las
CMS definidas como CD33* CD11b*, HLA-DR;, con CD14* o CD66b* para definir poblacion
monocitica o granulocitica correlacionaron con el SLEDAI (R2 0.6, P=0.0001 y R20.39 P=0.0006

respectivamente) (38).
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CONCLUSIONES

Los pacientes con MII tienen una mayor proporciéon de CMS -Gr con fenotipo inmaduro y CMS-Mo,
incluyendo aquellas positivas para ARG-1y PD-L1. Las CMS-Gr de pacientes con MIl expresan una
mayor cantidad de ARG-1 que los controles sanos. Las CMS-Gr y CMS-Mo correlacionan con la
actividad y dafio en MIl. Se requieren mas estudios para evaluar su capacidad supresora y su

relacion con otras caracteristicas clinicas, incluida la presencia de neoplasia.
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