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RESUMEN

Antecedentes. En los Ultimos afios se han hecho estudios que han tratado de
determinar que el complemento interviene en la patogenia de la dermatomiositis, muchos de
ellos se encuentran enfocados en probar que los depdsitos cutdneos de MAC (Complejo de
Atague a Membrana) son la causa principal de las lesiones cutaneas de la dermatomiositis. Sin
embargo, no hay estudios que claramente demuestren la presencia de la forma activa circulante
del MAC, e C5b-9, que podria ser considerado como un marcador de colagenopatia al
encontrarse elevado en otras enfermedades de la colagena y que podria considerarse como
precursor de las lesiones cutaneas, ya que al detectarse en forma soluble podria representar un
marcador fiable de actividad de |a enfermedad.

Justificacion. De encontrarse que la concentracion en suero del C5b-9 se
correlaciona con la presencia de dermatomiositis, significaria una herramienta para
poder justificar € uso de tratamientos bloqueadores del MAC en la dermatomiositis,
teniendo aplicaciones incluso en la forma paraneoplasica de la enfermedad. El
desarrollo de nuevos tratamientos en la dermatomiositis redundaria en un mejor control
de la enfermedad con la consiguiente reduccion de los costos de hospitalizacion y el
indice de morbimortalidad en la dermatomiositis.

Hipotesis. Las concentraciones séricas del C5b-9 son mayores en pacientes con
dermatomiositis comparadas con sujetos sin la enfermedad.

Objetivo. Determinar las concentraciones séricas del C5b-9 en pacientes con
dermatomiositis y sujetos sin la enfermedad.

Disefio y Duracion. Se realizd un estudio descriptivo, prospectivo, transversal
en la poblacién de Consulta Externa del Servicio de Dermatologia del Hospital General
de México que tuviera el diagnéstico de dermatomiositis por criterios clinicos,

bioguimicos einmunolégicos. Laduracion del estudio seré de 3 meses.



Material y Métodos. Se incluyeron pacientes que cubrieron los criterios de
seleccion, requiriendo una muestra calculada de 8 pacientes por grupo (grupo con la
enfermedad y control).

Variables. Dentro de las variables, se incluyeron edad, género y concentracion
plasmatica de C5b-9.

Procedimiento. El paciente fue seleccionado de la consulta externa del Servicio
de Dermatologia, por presentar dermatomiositis; previa autorizacion por parte del
paciente, se procedio aredlizar interrogatorio dirigido, exploracion fisicay toma de una
muestra de sangre periférica de 3mL.

Andlisis de Resultados. Se utilizd una prueba de correlacion de Pearson (para
establecer la correlacion entre C5b-9 y la presencia de dermatomiositis) y una prueba de
t para muestras independientes (para comparar medias de los resultados de C5b-9

plasmética entre los 2 grupos). Se utilizo € programa SPSS ver.10 paradicho fin.



PARTE |. ANTECEDENTES

|. DERMATOMIOSITIS

A) DEFINICION

La dermatomiositis es una enfermedad de etiologia presumiblemente
autoinmune que se manifiesta como una miopatia inflamatoria proxima en los
musculos extensores, con una dermatosis caracteristica. Aunque la etiologia de la
dermatomiositis sigue sin conocerse, hay datos que apoyan una patogenia en la que €l
dafio muscular y las lesiones cutdneas estan mediados por linfocitos que inducen
apoptosis. Tanto la dermatomiositis como la polimiositis pueden aparecer junto con

otras enfermedades vasculares del tejido conjuntivo.

La dermatomiositis junto con la polimiositis y la miositis de cuerpos de
inclusion, forma parte del grupo de las miopatias inflamatorias que no afectan la
transmision neuromuscular, siendo un grupo de enfermedades caracterizado por

inflamacion del mascul o esquel ético, acompafiado de debilidad muscular proximal.

B) HISTORIA

La dermatomiositis fue descrita en 1887 por Unverricht y en 1863 por Wagner,
en un reporte de un paciente con la enfermedad. En e siglo XIX se hicieron 4
descripciones mas. En 1931 Henrich y Gottron realizaron la caracterizaciéon de las
manifestaciones cutédneas, y en 1975 Bohan y Peter propusieron criterios de

clasificacion de la enfermedad.



C) EPIDEMIOLOGIA

Las miopatias inflamatorias idiopéticas son enfermedades relativamente raras
gue se encuentran en todo e mundo. En los adultos tanto la dermatomiositis como la
polimiositis afectan a las mujeres dos veces mas que a los varones, en una relacion de
1.5-2:1, pero € rango se iguala en ancianos y cuando se relaciona con alguna
malignidad. En los nifios la incidencia no esté influenciada por € sexo. El inicio de la
enfermedad es a menudo mas tardio en varones que en mujeres. El promedio de edad es
de 40 afios, aunque se considera una enfermedad bimodal, con dos picos: entrelos 10 y
15 afios y entre los 45 y 60 afios, en e caso de la relacionada con malignidad se presenta
después de los 50 afios. En la dermatomiositis juvenil hay 2 picos de presentacion: alos

5-9 afios y a afios 10-14 afios.

D) PATOGENIA

La patogénesis de la enfermedad cutanea aln no es clara. Se cree que es una
enfermedad autoinmunitaria. También se han mencionado factores infecciosos, virales,
endocrinos y genéticos, y a veces coincide con una neoplasia interna (15-20%). Los
autoanticuerpos nucleares séricos estén presentes en mas de 95% de los pacientes. Los
anticuerpos anti-sintetasa se dirigen contra los antigenos citoplasmaticos; por lo tanto €l
titulo de los anticuerpos antinucleares puede ser negativo. Los pacientes con anticuerpos
anti-sintetasa suelen tener sindromes de superposicion. En la Tabla 2 se muestran los

autoanti cuerpos séricos en |os subtipos de polimiositis y dermatomiositis.



Tabla?2

AUTOANTICUERPOS SERICOSEN LOS SUBTIPOS DE
POLIMIOSITISY DERMATOMIOSITIS

Auto Polimiositis Dermatomiositis Infancia  Superpo- Neoplasia
anticuerpo (%) (%) (%) sicion (%) maligna
Jol 30 5 0 15 0
PM-Scl 10 <5 10 0
RNPN 10 5 <5 30-40 0
Otros <5 10 5
Ku
Mi-2
PL-7, PL-
12,0J, EJ
SRP <5 <5

En cuanto a la genética algunos estudios han relacionado al complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) B8, B14, DR3, DRW52, DQA1 con la dermatomiositis, ala
inducida por drogas con HLA-B18, B35, DR4 y ala dermatomiositis juvenil al HLA-

DRS3, pero no es algo bien establecido.

Estudios recientes de la patogénesis de la miopatia han resultado controversiales.
Algunos sugieren que la miopatia en dermatomiositis y polimiositis es de patogenia
diferente. La dermatomiositis es probablemente mediada por € complemento (complejo
de ataque ala membrana) a causar inflamacion vascular, mientras que la polimiositis es
causada directamente por €l efecto citotoxico de los linfocitos CD8+ en e musculo. Y
otros estudios de citocinas sugieren que ambos procesos son similares. En otros casos se
ha relacionado a factor de necrosis tumoral con las anormalidades de la

dermatomiositis.



E) CLASIFICACION
Cuando solo hay inflamacién del musculo se denomina polimiositis, si también
hay afeccién de piel dermatomiositis y cuando la afeccion del musculo es escasa o

transitoria, dermatomiositis amiopética. Hay seis tipos clinicos:

Tipo | Miositis sin lesiones cutédneas (polimiositis)
Tipoll Polimiositis y lesiones cutédneas (Dermatomiositis clésicas)
Tipo I11 Polimiositis 0 dermatomiositis acompafiada de neoplasia (paraneopl asica)

Tipo IV Polimiositis o dermatomiositisinfantil o juvenil (mortal o benigna)
TipoV Polimiositis 0 dermatomiositis relacionada con otra enfermedad del tejido
conectivo, como LES o esclerosis sistémica progresiva)

Tipo VI Dermatomiositis sin miositis (Dermatomiositis amiopatica)

La forma paraneoplésica ocurre en 10-20%; se observa después de los 40-50
afios y predomina en varones. En cancer interno, aparece en orden de frecuencia, en
pulmén, mama, ovario, estdmago, ganglios linfaticos, bazo, médula Gsea, colon y recto,

atero, prostatay, raravez piel.

F) CARACTERISTICASCLINICAS

Dermatomiositis primaria idiopatica del adulto

M anifestaciones cutaneas
La lesion clasica de la piel es e eritema macular violaceo distribuido
simétricamente, con cambios hacia la poiquilodermia e induracion con € tiempo,

ademéas de depositos de mucina secundarios. Estos cambios pueden preceder a la



ateracion muscular en un promedio de 6 meses. El color violaceo puede ser indicativo

de actividad de la enfermedad y ayuda a excluir otros procesos, como el LES.®

La mayoria de las manifestaciones cutdneas son precipitadas por la radiacion
ultravioletay aproximadamente el 50% de |os pacientes presentan fotosensibilidad tanto
a UVA como a UVB. Las manifestaciones clinicas se dividen en patognomonicas,

caracteristicas y compatibles.

M anifestaciones patognomonicas: Aparecen en el 70% de los pacientesy son:

1. Papulas de Gottron. Papulas violdceas en dorso de articulaciones interfaldngicas y
metacarpofal dngicas. Pueden asociarse atelangiectasias.

2. Signo de Gottron. Son méculas o placas eritematosas o violaceas que aparecen en €l

dorso de las articul aciones interfal &ngi cas, metacarpofalangicas, codosy rodillas.

Manifestaciones caracteristicas. Se encuentran en casi todos los pacientes y pueden
orientar haciajustificar el diagnéstico:

1. Telangiectasias periungueaes

2. Eritema en heliotropo. Se presenta en el 30-60% de |os pacientes.

3. Eritema maculo violaceo simétrico en €l dorso de las manos, en dedos, en brazos, en
antebrazos, en la zona central de la cara, en laregién posterior del hombro y del cuello
(Ilamado también signo del chal), en e &ea V del cuelo y en & tronco superior

(Ilamado signo en V).

L esiones compatibles. Hacen sospechar la enfermedad. No son diagnésticas, pero si

orientan hacia el diagnostico:



1. Poiquilodermia atrofica vascular
2. Calcinosis cutis. Las calcificaciones cutdneas son menos comunes en adultos que en

ninos.

Otras manifestaciones menos comunes son el eritema confluente en el cuero
cabelludo, la aopecia difusa no cicatrizal, el edema facia. Infiltracion mucinosa
principalmente en la region pamar y en los dedos.* Ademés de paniculitis en el curso
de la enfermedad.® Perforacion septal, ictiosis adquirida y vasculitis cutdnea asociada

como factor predictivo de malignidad.®

M anifestaciones no cutaneas

La afeccion muscular es simétrica, con debilidad que se inicia en semanas a
meses y que se manifiesta por laimposibilidad de subir escaleras, levantarse de lasillao
peinarse. Se presenta con afeccién de la cintura pélvica y escapular. La disfagiay la
fatiga son sintomas comunes debidos al compromiso secundario en faringe y misculos
flexores del cuello. El sindrome de Raynaud es ocasional, y €l 50 % de los casos
presenta mialgias y rigidez. Las alteraciones cardiacas incluyen cambios en la
conduccién con arritmia, miocarditis, insuficiencia cardiaca congestiva, derrame con o

sin taponamiento pericardico y pericarditis.

El compromiso gastrointestinal puede ir desde € reflujo gastroesofégico, con

disminucion del vaciamiento gastrico, disfagia.



Der matomiositis juvenil

Las lesiones en la piel son similares, excepto por el incremento en la incidencia
de calcinosis cutis, y son raras la hipertricosis y la lipoatrofia. La incidencia de
calcinosis es del 30 al 70% frente al 10% de los adultos. Su origen se ha relacionado
con €l aumento en la excrecion de gamma-carboxiglutamato, elemento que aumenta la

ligacion del calcio.

Der matomiositis amiopatica

También Ilamada dermatomiositis sin miositis, y se define como una
dermatomiositis confirmada por biopsia cutdnea durante 6 meses 0 mas, sin evidencia
clinica de debilidad muscular proximal ni alteraciones enziméticas y cambios en el
electromiograma. Se habla de dermatomiositis amiopética confirmada cuando estos

cambios persisten méas de 24 meses.”®

Der matomiositis asociada con enfer medad del tejido conectivo

Del 11 a 40% de los casos de dermatomiositis se asocian con otras
enfermedades del tejido conectivo. Estas asociaciones son mas comunes en mujeres,
con unarelacion de 9 a 1. Las principal es asociaciones son con enfermedades del tgjido

conectivo, esclerodermia, LES, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren (5%).

G) HALLAZGOSDE LABORATORIO
Alteracion en la medicion de enzimas musculares

Estas enzimas se relacionan con €l dafio muscular, entre ellas se encuentran la
creatinfosfocinasa (CPK), las transaminasas (TGO, TGP), la deshidrogenasa lactica

(DHL) y laaldolasa. La que se mide de forma habitual esla CPK, comprende 3 subtipos



(MM, MB, BB), y e més especifico de misculo esquelético es el subtipo MM. Se
puede elevar con e gercicio fisico o por un traumatismo, no es especifica pero s
sensible. La presencia de CPK elevada se relaciona con peor prondstico y asociacion
con enfermedad pulmonar y malignidad. Las demés enzimas no son tan sensibles, pero

resultan Utiles cuando los valores de CPK son normales.

Autoanticuer pos

Se dividen en no especificos y especificos de miositis.

Anticuerpos no especificos

ANAS. Son positivos en el 85% de |os casos, atitulos bajos.

Anti-RNP, anti PM-Scl y anti Ku. Se asocian con sindrome de sobreposicion.
Anticuerpos especificos

Aparecen en un tercio de los casos y son méas comunes en la dermatomiositis que en la
polimiositis no asociada a malignidad. Son: Anti aminoacil-ARNt sintetasa, Anti ARNT,

Anticuerpos contra particulas de reconocimiento de sefiales, anti Mi 2.

Otros hallazgos de laboratorio

El 20% de los pacientes presentan un aumento del factor reumatoide. El aumento
de la velocidad de sedimentacion se encuentra en el 50% de ellos, sin relacion con la
actividad de la enfermedad, pero si con la malignidad.

En la electromiografia se detecta un aumento de la actividad inserciona de

fibrilacion.



H) ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

En la biopsia cutanea de los pacientes con dermatomiositis se ve una dermatitis
de interfase que conlleva atrofia epidérmica, degeneracion de la membrana basal,
degeneracion vacuolar de los queratinocitos basales y cambios dérmicos que consisten
en deposito intersticial de mucinay un infiltrado linfocitico escaso.
L as biopsias de muscul o presentan cambios caracteristicos, es clasicala combinacion de
atrofia de fibras musculares de tipo I, necrosis, regeneracion e hipertrofia con niicleos
centralizados en el sarcolema, més linfocitos de distribucion perifascicular 'y

perivascular.

1) EVALUACION DIAGNOSTICA

Ante todo paciente con sospecha de dermatomiositis y que presente lesiones
cutaneas hay que realizar una biopsia que confirme la sospecha, ademas de la valoracién
de la fuerza, principamente en las cinturas pélvica y escapular y medicion de las
enzimas musculares séricas. Si son positivos hay que solicitar electromiografia y
biopsia de musculo, que permitiran hacer e diagndstico definitivo. Lo anterior para
saber s el paciente reline 0 no los criterios de clasificacion diagnostica propuestos por

Bohan y Peter. (Tabla 3)



Tabla3

Criterios diagnésticos propuestos por Bohan y Peter

1. Debilidad proximal simétrica que progresa en semanas 0 meses
2. Biopsia muscular con evidencia de miopatia inflamatoria

3. Elevacion de enzimas muscul ares séricas

4. Electromiografia con caracteristicas de miopatia

5. Erupcién cuténea tipica de dermatomiositis

Diagnostico NUumero decriterios
Definitivo 4 criteriosde 5
Probable 3criteriosde 5
Posible 2 criteriosde 5

En todos los casos en los que se establece € diagnostico definitivo se debe
readlizar radiografia de térax y electrocardiograma, y descartar la presencia de
malignidad, y descartar la presencia de malignidad en los pacientes mayores de 45

afos.®

J) TRATAMIENTO

Los corticoides orales son considerados la primaria linea de tratamiento en la
dermatomiositis y la polimiositis. Su justificacion es e probable mecanismo citotoxico
en la polimiositis y la presencia de complgos inmunes y complemento en la
dermatomiositis. La dosis inicial de prednisona es de 0.5-1.5 mg/kg/dia, que se
mantiene hasta que la CPK se haya normalizado. En los casos graves se administran

bol os de metil prednisolona de 30 mg/kg/dia, durante 3 dias.



La disminucion de los niveles de CPK se observa entre la cuarta y octava
semanas de tratamiento, y en este momento se inicia la disminucién de la dosis. La
mejoria del estado muscular aparece a tercer mes. Si esto no ocurre se debe utilizar otro
inmunosupresor. El metotrexate es el primer tratamiento adyuvante recomendado como
ahorrador de esteroides y para e mangjo de casos que no responden a éstos. Se
recomiendainiciar con dosis de 7.5-10 mg/semana, aumentando 2.5 mg/semana.

La azatioprina es otra aternativa de inmunosupresion, pero €l inicio en la accion
es mas lento comparado con e metotrexte. Se administra en dosis de 2 a 3 mg/kg/dia
(100-200 mg/dia). La ciclofosfamida no es tan beneficiosa como la azatioprina, y se
utiliza sobretodo en los caos de enfermedad pulmonar intersticial. La ciclosporina es un
medicamento que disminuye la proliferacién de linfocitos T y los genes que codifican la
IL 2. Ha sido utilizada como adyuvante o como tratamiento inicial con buenos

resultados, especialmente en casos refractarios.™

En otros estudios se ha demostrado la efectividad de las inmunoglobulinas
intravenosas , tanto para el tratamiento de la dermatomiositis del adulto como lajuvenil.
En cuanto a las inmunoglobulinas se ha demostrado su efectividad en una variedad de
desordenes inmunes, € mecanismo de accién de estas es la disminucion del deposito de
complemento secundario al blogueo de receptores, ademas inhibe la produccion de
citocinas y quemocinas por linfocitos T y disminuye la produccion de
inmunoglobulinas. La inmunoglobulina intravenosa previene la destruccion de la
microvasculatura mediada por el complejo de atague a la membrana a inhibir su
formacion anivel del ensamblaje de la C5 convertasa, causada por la interaccion de las
moléculas |g de la inmunoglobulina intravenosa con los fragmentos de C3b por lo que

C3b no es capaz de incorporarse con la C5 convertasa lo cual es necesario para la



formacion del complejo de ataque a la membrana. La ausencia de los depdsitos del
CAM conlleva a neovascularizacion, reperfusiéon del misculo con resolucion de la

isquemia muscular y mejoria de la fuerza muscular.™

Por otro lado debido a que la divisién enzimética de C5 resulta en la produccion
de potentes productos proinflamatorios C5a 'y C5b-9, anticuerpos monoclonales se han
utilizado para bloguear la activacién terminal del complemento a prevenir la division
de C5 preservando los componentes anteriores C1-C4, que son moléculas necesarias
para el aclaramiento de comple os inmunes, de microorganismosy parala apoptosis . El
Eculizumab es un anticuerpo monoclonal anti-C5 que se ha mostrado es efectivo para
prevenir el ensamble del complejo terminal C5b-9 . Este anticuerpo se ha probado en
varias entidades clinicas en las que se ha implicado a complemento en la patogenia,
incluyendo la dermatomiositis, donde se ha demostrado evidencia de su actividad

clinica.*?

K) PRONOSTICO

La expectativade vida a 5 afios es del 80%, y alos 8 afios, del 73%. En relacion
con los anticuerpos se considera que si € anti SRP es positivo, € prondstico a5 afos es
pobre (30% de supervivencia). Si el anti sintetasa es positivo, la expectativa de vidaa 5
anos es moderada (més ddl 65%). Si hay anti Mi-2, se infiere un buen pronéstico a 5
anos (més del 90% de supervivencia).

Las principales causas de muerte son la enfermedad debida a presencia de
malignidad y alteraciones pulmonares y iatrogenia. Se consideran de mal prondéstico la
presencia de enfermedad recalcitrante, € retraso en e diagnéstico y € tratamiento, la

edad avanzada y la presencia de malignidad.*®



[I. EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Poco después del descubrimiento de la inmunidad humoral, Charles Bordet
demostré que e suero contenia un factor termol&bil que “complementaba’ |a accion
bacteriolitica termoestable de los anticuerpos. Actualmente se sabe que e complemento
no es un simple factor, sino un complejo sistema constituido por cerca de 40 proteinas
plasmaticas y de membrana (Tabla 1), que juegan un papel fundamental en la defensa
del huésped frente a la infeccién y en los procesos inflamatorios mediados por
mecanismos inmunes. La mayoria de estas proteinas se sintetizan en el higado, si bien
los monocitos, macréfagos y neutréfilos activados las producen localmente en los

lugares donde se asienta un proceso inflamatorio. > *°

Tabla1.- PROTEINASDEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Proteinas Vias Proteinas Receptores

de activacion reguladoras

Proteinas plasméticas Cl1lq, Clr, Cls, C1-INH, C4b-BP,
C4,C2,C3.C5 J I, H P S SP-
C6, C7, C8, C9, 40/40

B,D
Proteinas DAF, MCP, CR1, CR2, CR3,
De membrana HRF/C8bp, CD59 CR4, CR5, C3R,
C3aR, CSaR,
C1gR,

Las proteinas del complemento del plasma se encuentran en un estado

quiescente pero se activan répidamente bajo la influencia de estimulos especificos. Sin



embargo las vias de activacion del complemento difieren en el estimulo primario y los
componentes involucrados, todos con el objetivo de la activacion del tercer

componente proteol itico del complemento C3.

El complemento puede activarse por tres vias, clasica, aterna y la via de la
lectina que convergen en una via comin “de ataque a la membrana’. La activacion
enzimatica secuencia de sus componentes genera una cascada biolégica similar a los
sistemas de coagulacién, la fibrindlisis o las cininas, que permite una respuesta
amplificada frente alos estimulos. Los componentes de lavia clasicay de la secuencia
Terminal se designan con laletra C seguida de un nimero (g. C1, C2, C5); los de lavia
aternativa y algunas proteinas de control se simbolizan con letras y los productos
resultantes de la activacion y degradacién de las moléculas llevan un sufijo literal (g.
C5b, C3a). '8

Via clésica: La via clasica se inicia cuando C1 se une a inmunocomplejos que
contienen IgM, 1gG3, 1gG2 o 1gG1, también puede activarse por lainterccion directa de
C1 con ciertos lipopolisacaridos bacterianos, retrovirus (no € VIH), proteina C reactiva,
mielina, heparina, DNA, o cristales de urato monosddico. C1 es un complegjo
pentamolecular dependiente del calcio que se compone de una subunidad de Clq, dos
de Clr y dos de C1s. Cls cataliza la conversion de C4 en C4ay C4b, y de C2 en C2ay
C2b. En las enfermedades por inmunocomplgos, cuyo prototipo es e lupus eritematoso
sistémico, es frecuente halar bajas concentraciones de C4 y C3 como consecuencia de
un consumo secundario alaactivacion de laviaclasica

Via alterna: La via alterna no precisa de anticuerpos para su funcionamiento.

Puede desencadenarse por metabolitos o alteraciones en el DNA.



Via de la Lectina: Viaindependiente de anticuerpos que se activa por la lectina
que contiene una serina proteasa asociada a manosa y que actla directamente sobre C4
iniciando en este punto la activacion del complemento. %%

Via de ataque a la membrana. Launion de C3b a C4b2ay C3bBb formalas C5
convertasas de la via clasica (C4b2a3b) y aterna (C3bBb3b), respectivamente. Estas
enzimas rompen C5 en un pequefio fragmento con actividad anafilotoxica (C5a) y otro
mayor (C5b) queinicialaviade ataque ala membrana. A C5b se unen secuencialmente
C6, C7, C8y C9. Los complegos C5b67 se separan de la C5-convertasa y se adhieren
directamente a la membrana activante, aunque una pequefia proporcion de ellos circula

y se deposita en células antdlogas de la vecindad a las que dafian o destruyen (“lisis

inocente”). %

La incorporacion de C8 produce cierta disrupcion de la membrana, suficiente
para causar lisis de células metabolitamente inertes. Finamente hasta 18 moléculas de
C9 se unen a C5b678 y constituyen el complego de ataque a la membrana (MAC). Esta
estructura cilindrica forma poros en la bicapa lipidica que permiten el paso de iones,
con la consiguiente lisis osmética celular. La lisis por el MAC es un mecanismo de
eliminacién importante de ciertas bacterias y virus. En general las bacterias
grampositivas son resistentes a la accion bacteriolitica del complemento porque su
gruesa capa de peptidoglicano parietal restringe el acceso del MAC a la membrana
citoplasmatica. Los eritrocitos y las células nucleadas pueden escapar de la catdlisis a
través de mecanismos de endocitosis y exocitosis que eliminan fisicamente de sus

superficies cantidades limitadas del MAC.
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Una excesiva activacion del sistema de complemento conduce a la activacion de
diversos mecanismos controladores que por diversos mecanismos permiten regular el

dafio a células vecinas. %

Laformacién del MAC es regulada por dos proteinas plasméticas (Sy SP-40) y
dos proteinas de membrana (HRF/C8bp y CD59), estas Ultimas protegen del atague
litico sélo s las proteinas del complemento pertenecen a la misma especie, fendmeno
conocido como restriccion homéloga. El propio MAC tiene efecto de retroalimentacion
negativa sobre la formacion de las convertasas. Si bien la mayoria de los
microorganismos carecen de proteinas de membrana reguladores que eviten la
amplificacion del C3b depositado sobre sus superficies, algunas han conseguido
desarrollar proteinas antigénica 0 genéticamente relacionadas con aguellas, que les
permite evadir la accion del complemento.?? El grupo de proteinas de membrana
reguladores del MAC comparten una caracteristica estructural de gran trascendencia
clinica, su unién mediante una cola glucolipidica, a un fosfolipido de membrana
(fosfatidil-iositol).

Los efectos biolégicos del complemento estdn mediados por la interacciéon de
sus productos de activacion con receptores celulares especificos. Ademés de la accion
citolitica del MAC, e complemento participa en la inflamacion, opsonizacion

microbiana, procesamiento de inmunocomplejosy regulacion de la respuestainmune.



[II. COMPLEMENTO Y ENFERMEDADES AUTOINMUNES

El complgo de ataque a la membrana se ha identificado mediante
inmunohistoquimica en diferentes desordenes inflamatorios, entre ellos, e lupus
eritematoso, en el cual se ha encontrado que es un marcador especifico y sensible para
lupus eritematoso cutaneo. 2* 2> También se ha encontrado en lesiones de piel y en rifién
de la parpura de Henoch-Schonlein, en vasculitis por complejos inmunes de la piel, en
hepatitis fulminante o aguda, miastenia gravis y enfermedad de Alzheimer. ™ Otros
estudios relacionados han identificado los depdsitos de C5b-9 en biopsias de pacientes
con enfermedades autoinmunes, estos depdsitos se han encontrado principal mente en

los vasos sanguineos.®

Las deficiencias hereditarias en los componentes del complemento de la via
clasica incrementa € riesgo de desarrollar lupus y lupus-like. El lupus se desarrolla en
muchos pacientes que tienen deficiencias completas de C1q (93%) y C4 (75%). La
relacion entre la deficiencia de los componentes del complemento de laviaclésicay €
desarrollo de lupus, indica que estos componentes del complemento tienen un papel
protector contra € desarrollo de esta enfermedad. Sélo una pequefia proporcion de
pacientes que tienen lupus eritematoso sistémico sufren de deficiencias congénitas de

los componentes del complemento.

Mas dla de la relacion de la deficiencia de algunos componentes del
complemento con €l lupus. Se cree que la activacion del complemento es uno de los
mecanismos por los cuales ocurren las lesiones en los tegjidos en los pacientes con
lupus. Esta observacion se ha apoyado en estudios experimentales en los que se utilizan

anticuerpos anti-C5 como mecanismo para bloguear la activacién de C5 con o que se



encontré disminucion de la proteinuria y de la enfermedad renal en modelos con
ratones de lupus eritematoso sistémico.”” Si esto se transpola a la experiencia clinica en
humanos se podria dar tratamiento con inhibidores selectivos del complemento o factor
B, inhibidores de properdina o inhibidores de la funcion de C5a puede ser igua de
efectivo pero con menores efectos inmunosupresores.”” Y el uso de estos reguladores de
complemento como C1 INH, CR1 soluble, bloqueadores de C5 y CD59 proveen un
nuevo armamento terapéutico para prevenir y tratar la destruccion por inflamacién de

tejidos en una gran variedad de enfermedades.



V. COMPLEMENTO Y DERMATOMIOSITIS

En el caso de ladermatomiositis, una enfermedad del tejido conectivo que tiende
adfectar lapiel y las fibras del misculo esquelético, e mecanismo postulado de dafio es
humoral, a través de la lisis mediada por complemento y/o citotoxica dependiente de
anticuerpos.?® Algunas observaciones sugieren que la enfermedad puede representar una
angiopatia sistémica y varios estudios han establecido un papel primario del
complemento como inductor del dafio en los vasos en la dermatomiositis, a aportar
evidencia de la activacion de la cascada del complemento con dafio capilar mediado por

el complejo de ataque ala membrana®

Los factores responsables de iniciar €l dafio vascular, € depésito de anticuerpos
y activacion del complemento aln no se encuentran bien establecidos y e antigeno

blanco en las células endotelial es permanece desconocido.

Se han evidenciado depdsitos de C5b-9 en biopsias de musculo esguelético de
pacientes con la enfermedad en estadio temprano. Estos depdsitos pueden condicionar
el dafio muscular en la enfermedad que se debe principalmente a un dafio directo a la
microvasculatura (tropismo vascular de C5b-9). *° En las lesiones cuténeas de la
dermatomiositis, € depdsito de inmunoglobulinas en la unién dermoepidérmica no
provoca dafio epidérmico por si solo. *! Estudios previos han demostrado la presencia
del complejo de atague a membrana (C5b-9) a nivel de la membrana basal en lesiones
cutaneas de pacientes con dermatomiositis, o que habla de una posible asociacién del

C5b-9 en la patogenia de la enfermedad. Con todo esto, se ha hipotetizado que los



depdsitos intravasculares de complejos inmunes circulantes pueden mediar e dafio
vascular y guiar alaactivacion del MAC (C5b-9).

Aunque se ha observado el complemento en la patogenia de las colagenopatias,
no se ha explicado con precision € papel de este en la dermatomiositis, encontrandose
algunos estudios que no permiten asegurar una funcién patogénica del producto pro-

litico. 2

La actividad del complemento se mide de manera indirecta cuantificando C3 en
suero, con la idea de encontrarlo disminuido cuando se gasta por estar activandose en
algun tegjido, sin embargo la disminucion de este componente en ocasiones no es

suficiente paralograr definir que se esta usando en algun tejido.

Se ha descrito la cuantificacién de un fragmento soluble del complejo de ataque
a membrana C5b-9, que se forma cuando € complemento esta siendo activamente
utilizado, que resulta mas sensible para evaluar actividad del complemento en un

organismo. *



PARTE |I. CONCENTRACIONESSERICASDEL COMPLEJO SOLUBLE DE
ATAQUE A LA MEMBRANA (C5B-9) EN PACIENTES CON
DERMATOMIOSITIS

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha tratado de determinar en diversos estudios la posible asociaciéon del
complemento como elemento Unico en la patogenia de la dermatomiositis, muchos de
estos se encuentran enfocados en probar que los depdsitos cutaneos de MAC son la
causa principal de las lesiones cutaneas de la dermatomiositis. Sin embargo, no hay
estudios que claramente demuestren |a presencia de la forma activa circulante del MAC,
el C5b-9, en ladermatomiositis.

La activacion in situ del complemento durante la respuesta inflamatoria podria
jugar un papel importante en e desencadenamiento de la patogenia de la
dermatomiositis. Recientemente se ha descrito €l andlisis mediante ELISA del C5b-9
gue se forma cuando e complemento estd siendo activamente utilizado. Se redizo6 la
determinacién del fragmento soluble del C5b-9 con el método de ELISA con placas
recubiertas con anticuerpo monoclonal de ratén especifico para conocer si |os pacientes
con dermatomiositis, presentan estos fragmentos en sangre, como resultado de que €l

complemento esta siendo consumido y depositado en piel.

I, HIPOTESIS

Las concentraciones séricas del Cbb-9 son mayores en pacientes con

dermatomiositis comparadas con pacientes sin la enfermedad.



[Il. OBJETIVOS
General:
e Determinar las concentraciones séricas del Cbb-9 entre pacientes con
dermatomiositis.
Particular:
e Comparar las concentraciones séricas del fragmento soluble C5b-9 entre

pacientes dermatomiositis y controles sanos.



V. MATERIAL Y METODOS

DISENO

Se realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo, transversal.

POBLACION DE ESTUDIO Y TAMANO DE MUESTRA.

Pacientes de la consulta externa del Servicio de Dermatologia del Hospital
Genera de México con diagnostico clinico de dermatomiositis y controles sanos.
Tamarfio de la muestra: Se uso una férmula de diferencia de medias, considerando las
concentraciones de C5b-9 en estudios previos, se determind un valor de alfa de 5% vy
una potencia de la prueba de 80%. La desviacion estandar fue de 1030.2 ng/mL de

C5b-9 en € grupo sin dermatomiositis.

CRITERIOSDE SELECCION PARA LOS CASOS
Criteriosdeinclusion

1. Pacientes que acudieron a la consulta externa del Servicio de Dermatologia del
Hospital General de México.

2. Que tuvieran registro como pacientes en el hospital.

3. Con diagnaostico por criterios clinicosy biogquimicos de dermatomiositis.
4. Que aceptaran participar en € estudio.

No inclusion.

1. Diagnostico de otra enfermedad autoinmune.

2. Enfermedad con deficiencias del complemento

Eliminacion.

1. Muestras no conservadas a—70° C.

2. Muestras no separadas en la primera hora de que fueron tomadas.



CRITERIOSDE SELECCION PARA LOSCONTROLES.

Inclusion.

1. Pacientes que acudieron a la consulta externa del Servicio de Dermatologia del
Hospital General de México como pacientes o familiares de pacientes.

2. Que aceptaran participar en el estudio.

No inclusion.

1. Que tuvieran diagnéstico de alguna enfermedad autoinmune.

2. Enfermedad con deficiencias del complemento

Eliminacion.

1. Muestras no conservadas a—70° C.

2 Muestras no separadas en la primera hora de que fueron tomadas.

V. DEFINICION DE VARIABLES
Variable dependiente: Dermatomiositis
Categoria: cualitativa
Escala de medicion: nominal
Unidad de medicién: dicotémica
Definicion operacional: Diagndstico por criterios clinicos (debilidad muscular proximal
de miembros superiores e inferiores) y bioquimicos (elevacion de creatin fosfoquinasay

deshidrogenasa | actica en suero) de dermatomiositis.

Variableindependiente: Complejo soluble de C5b-9
Categoria: cuantitativa.

Escala de medicién: numérica-continua



Unidad de medicién: ng/mL
Definicion operacional: resultados de la determinacién por ELISA de las
concentraciones de C5b-9 presente en el suero de pacientes con dermatomiositis en

ng/mL.

V1. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO
Procedimiento

1 Se rediz6 un estudio descriptivo, prospectivo, transversal, comparativo entre
grupos independientes en pacientes que acudan a consulta al Servicio de
Dermatologia del Hospital General de México con y sin diagndstico de
dermatomiositis.

2 Se tomd una muestra de sangre de 3mL para la determinacién por medio de
ELISA de las concentraciones de C5b-9.

3 Al momento de solicitar € consentimiento se informé sobre el proyecto de
investigacion, los objetivos, las aplicaciones, beneficios y riesgos para €
paciente y se solicitd otorgar su consentimiento por escrito.

4 Lamuestra se centrifug6 antes de que transcurriera 1hr y se conservé a 70° C.

Deter minacion de la concentracion en suero de C5b-9

La determinacién de las concentraciones de C5b-9 presente en €l suero se realizo
con € método de ELISA con placas recubiertas con anticuerpo monoclonal de ratén

especifico para C5b-9.

Reactivos.
Datos técnicos. Los reactivos se conservaron en refrigeracion entre 2y 8° C, pero a

momento de utilizarlos se tienen atemperatura ambiente (15-30° C).



Estuche de C5b-9 y presentacion:. El estuche para C5b-9 Enzyme Immunoassay
Quidel, San Diego, CA, USA, contiene una placa de microtitulacién con 12 x 8 pozos,
estdndar A, B y C; control ato y bgo, solucién de lavado, diluyente de muestra,
conjugado C5b-9, substrato concentrado, diluyente de substrato, solucion para detener
lareaccion.

Preparacion de reactivos: Se preparé la solucion de lavado, con una dilucion 1:40
de la muestra de suero con diluyente de muestra, para posteriormente preparar una
dilucion 1:25 de los controles bgjo y alto de C5b-9 con diluyente de muestra; la solucién
de substrato se preparar6 antes de usarla.

El procedimiento del ensayo:. Se prepar6 la placa de microtitulacion rehidratando
los pozos agregando 300 pL de la solucion de lavado usando un sistema automatico
(Organon Tecnika, microwell system waster 430) para llenar los pozos durante €l
proceso. Se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos, retirdndose € liquido de
cada pozo, y para retirar e liquido restante se invirtio la placa sobre un papel
absorbente. Posterior a esto se agregaron 100 pL de diluyente de muestra para el pozo
gue fue usado como blanco, realizdndose por duplicado a afiadir 100 pL de cada
estandar C5b-9 (A, B y C) y controles con dilucion (alto y bajo); se afiadié 100 pL de
muestra diluida. Se incub6 a temperatura ambiente por 60 +- 1 min. Se procedié a
lavar cinco veces |os pozos de la placa.

Se agreg6 en cada pozo incluyendo el blanco 50 pL de C5b-9 conjugado. Se incubd
a temperatura ambiente por 60 +- 1 min, y se prepar6 la solucion de sustrato durante
esta incubacion. Se procedié a lavar 5 veces los pozos de la placa. Se afiadié en cada
pozo 100 pL de solucién de sustrato. Se incubd a temperatura ambiente por 30 +- 1
min. Se afiadi6é en cada pozo 50 pL de solucién para detener lareaccion y se realizé la

medicidn de absorbancia a 405 nm en € lector automatizado.



Interpretacion de los resultados: La curva estdndar para el C5b-9 fue generada
usando un lector de placas de ELISA.

Los valores de absorbancia de las muestras se compararon en la curva estandar y
fueron convertidos a ng/mL. Las concentraciones séricas de C5b-9 se determinaron

multiplicando por el factor de dilucién de la muestra.

VII. ANALISISDE DATOS

Se usara prueba de t de Student para comparar las diferencias de medias de muestras
independientes en grupos de pacientes con y sin dermatomiositis. La concentracion de
C5b-9 es la principal variable dependiente. Se realizara coeficiente de correlaciéon de

Pearson para cada grupo con la concentracion de C5b-9.



VIIlI. RESULTADOS
Pacientes
Se estudio un total de 40 pacientes, de los cuaes 20 fueron del sexo femenino
(50%) y 20 del sexo masculino (50%), distribuidos en dos grupos. En e grupo de
pacientes con dermatomiositis fueron 11 del sexo masculino (55%) y 9 del sexo
femenino (45%). En el grupo de controles se incluyeron 9 del sexo masculino (45%) y

11 del sexo femenino (55%).

L os promedios de edad fueron de 31.35 * 7.15 afos (22-45 afios) en € grupo de
pacientes con dermatomiositis y de 32.20 + 6.65 afos (22-46 afos) en e grupo de

Suj etos sanos.

Concentraciones séricas de C5b9

En cuanto a los valores de C5b9 en pacientes con dermatomiositis se
encontraron en el orden de 2832.00 £ 1150.97 ng/ml (rango de 1322-4766 ng/ml).
En los sujetos sanos la medicion de C5b9 se observaron valores de 1485.05 + 570.79

ng/ml (rango de 564-2604).

Se muestran en los siguientes cuadros los valores obtenidos de C5b9 en los

pacientes con dermatomiositis, (Cuadro 1) y de los controles (Cuadro 2).



CUADRO 1

CARACTERISTICASY VALORESDE C5B9 DE LOS
PACIENTESCON DERMATOMIOSITIS

Sexo Edad (afos) C5b9 (ng/ml)
Masculino 22 1546
Masculino 26 2262
Femenino 34 2877
Femenino 23 3172
Masculino 31 2855
Masculino 37 4530
Masculino 42 1430
Masculino 25 1760
Femenino 28 3350
Femenino 33 2321
Femenino 36 4732
Femenino 32 1950
Femenino 35 2110
Femenino 22 3461
Masculino 29 4766
Masculino 45 1322
Masculino 34 3405
Masculino 44 2120
Femenino 23 1943

Masculino 26 4728




CUADRO 2

CARACTERISTICASY VALORESDE C5B9 DE LOSCONTROLES

Sexo Edad (afios) C5b9 (ng/ml)
Masculino 22 1830
Femenino 26 2150
Femenino 34 1230
Masculino 23 692
Masculino 31 1030
Femenino 37 1831
Femenino 42 1789
Masculino 25 1959
Masculino 28 2604
Femenino 33 564
Femenino 36 680
Femenino 32 1830
Masculino 35 2130
Femenino 22 1530
Masculino 29 1273
Femenino 31 1976
Femenino 46 1539
Femenino 37 1227
Masculino 35 983
Masculino 40 854

CUADRO 3. La comparacion estadistica entre los dos grupos por la prueba t de

Student mostr 6 diferencias significativas con una p= 0.003

GRUPO N Promedio (ng/ml) Desviacion
Estandar
Pacientes con 20 1485.05 570.79

dermatomiositis

Sujetos sanos 20 2832.00 1150.97

N: Tamarfio dela muestra



En resumen, se presenta el promedio de las concentraciones séricas de C5b9 por

grupo como se muestraen lafigura 1

Concentraciones séricas de C5b9 por grupo
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Figura 1 Concentraciones séricas de C5b9 por grupo

Por otro lado se realizo la correlacion entre los valores de la concentracion sérica
de C5h9 con los niveles séricos de las enzimas musculares. En el siguiente cuadro se
muestran los valores obtenidos en el grupo de pacientes con dermatomiositis de las

enzimas musculares (DHL y CK).



CUADRO 4 Valores de C5b9 y Enzimas musculares en los pacientes con

dermatomiositis.

Sexo Edad C5b9 (ng/ml) CK (UI/L) DHL (UI/L)
(afos)
Masculino 22 1830 330 850
Femenino 26 2150 420 1100
Femenino 34 1230 294 320
Masculino 23 692 850 1500
Masculino 31 1030 1580 3300
Femenino 37 1831 1650 1690
Femenino 42 1789 434 650
Masculino 25 1959 295 463
Masculino 28 2604 2200 5300
Femenino 33 564 642 760
Femenino 36 680 3300 6227
Femenino 32 1830 369 540
Masculino 35 2130 195 289
Femenino 22 1530 1856 3056
Masculino 29 1273 1723 2899
Femenino 31 1976 1632 3120
Femenino 46 1539 295 652
Femenino 37 1227 943 1276
Masculino 35 983 340 557
Masculino 40 854 1349 1920

Al redlizar la correlacion entre los valores de C5b9 y los valores de la enzima
muscular deshidrogenasa lactica (DHL) mediante prueba de Pearson con un valor de
0.525 (siendo significativa a un valor de 0.05)y una significancia de 0.017. La

distribucion de los valores se esquematiza en la Gréfica 1.

Y en € caso de la correlacion entre los valores de C5b9 y creatin cinasa (CK) se
obtuvo un valor de 0.649 mediante la prueba de Pearson (siendo significativa a un valor
de 0.01), con una significancia de 0.002. La distribucion de los valores se esquematiza

en laGréfica 2.
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Por otro lado se evalué la fuerza muscular en los pacientes con dermatomiositis
al momento de latoma de la muestra, pararealizar la correlacion de esta con los valores

de C5hb9. Los valores se muestran en el siguiente cuadro. (Cuadro 5)

CUADRO 5
Sexo Edad (aios) C5b9 (ng/ml) Fuer za muscular
Masculino 22 1830 2/5
Femenino 26 2150 3/5
Femenino 34 1230 2/5
Masculino 23 692 4/5
Masculino 31 1030 3/5
Femenino 37 1831 3/5
Femenino 42 1789 1/5
Masculino 25 1959 2/5
Masculino 28 2604 3/5
Femenino 33 564 2/5
Femenino 36 680 3/5
Femenino 32 1830 2/5
Masculino 35 2130 1/5
Femenino 22 1530 3/5
Masculino 29 1273 4/5
Femenino 31 1976 3/5
Femenino 46 1539 2/5
Femenino 37 1227 3/5
Masculino 35 983 2/5

Masculino 40 854 4/5




Al redizar la correlacion de Pearson se obtuvo un valor de -0.645, con una
significancia de 0.002 (siendo significativo con un valor de 0.01). En la gréfica 3 se

muestra la distribucion de estos valores.
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Al redizar correlacion de Spearman se obtuvo un vaor de -0.621 con una
significancia de 0.003 (siendo significativo aun valor de 0.1.)

En la siguiente gréfica se muestra la distribucion de los val ores obtenidos.
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|X. DISCUSION

Las proteinas del complemento son una pieza clave del sistema defensivo
humano. La inflamacién, la opsonizacién de microorganismos y la solubilizacién y
aclaramiento de complejos inmunes, son algunas de las funciones importantes de este
sistema. La activacion del complemento, cuya magnitud esta en relacion directa con el
grado de lesion histica, es un fendmeno bioldgico que se produce en muchas
enfermedades. La medicion de los fragmentos o complejos que se generan en la cascada

de activacion es Util paravalorar la actividad de las mismas.

El sistema del complemento puede ser activado por 3 vias, (la via clasica, via
alterna y la via de la lectina) llevando a la formacién del complejo de atague a la
membrana, y € ensamblgje de esta parte final de la via del complemento a las células
del endotelio conlleva a un incremento de calcio en € citoplasma y la liberacién desde
los grénulos intracelulares del factor de von Willebrand. Y esta respuesta secretoria
inducida por C5b-9 esta acompafiada de vesiculacion de particulas de la membrana
desde la superficie endotelial 1a cual expresa sitios de union para el factor Vay le da
soporte a la actividad de la protrombinasa, y la capacidad de |as proteinas del complejo
de ataque a la membrana para inducir la vesiculacion de endotelio y por ende la
exposicion de la superficie catalitica del complgjo enzimético protrombinasa puede

contribuir al depdsito de fibrina asociado con el dafio endotelial inmune.®*

Ademas de lo anterior es importante conocer que hasta e momento se han
descrito deficiencias para la mayoria de las proteinas del complemento, sin embargo,
corresponden a menor porcentaje (alrededor del 5%) de las inmunodeficiencias

primarias reportadas, esto puede deberse a dos factores. que rutinariamente sdlo se



evallan el C3 y C4 en los pacientes en los que se sospecha alguna deficiencia del
complemento, 0 no representa una causa importante de enfermedad porque la mayoria

de estas alteraciones podrian ser muy leves o poco sintométicas.

Las deficiencias del complemento son raras, pero cuando existen se han
asociado con una susceptibilidad incrementada de enfermedad autoinmune o
infecciones. La deficiencia del noveno componente del complemento (C9) es la
deficiencia més comin en Japon pero es rara en otros paises. El desarrollo de lupus
eritematoso sistémico y sindrome de lupus- like y la meningitis por meningococo se ha
reportado en pacientes con esta deficiencia, pero muchos de estos individuos con
deficiencia de C9 permanencen sanos. La deficiencia hereditaria de esta fraccion del
complemento que se encuentre asociada a dermatomiositis es rara 'y quiza se trate de
casos coincidentales, permaneciendo poco claro el papel que juega esta deficienciaen €

desarrollo y en la severidad de presentacion de la dermatomiositis.

Considerando que el complgo de ataque ala membrana a unirse ala membrana
de las células resulta en la generacion de poros transmembrana que resultan en la muerte
célular por necrosis 0 apoptosis, encontrandose estos depdsitos de MAC en los vasos
intramusculares, en las fibras musculares y en la union dermoepidérmica de biopsias de
pacientes con dermatomiositis implicando al MAC en la patogénesis de esta
enfermedad. Por lo que a existir una deficiencia de C9 puede ser una ventgja al
presentar disminucion de la severidad de la inflamacién en las enfermedades
dependientes del complemento debido a que los individuos tienen disminuida la

habilidad para la formacion del MAC. Histol 6gicamente se ha observado que no existe



necrosis o apoptosis en la piel o el musculo de los pacientes y que estos responden con
mayor facilidad al tratamiento con corticoesteroides.®

En este estudio, no se encontré predominio de sexo en ninguno de los grupos
contrario a lo que frecuentemente se menciona en la literatura del predominio del sexo
femenino. Los promedios de edad de ambos grupos fueron similares (resultado del
pareamiento grupal).

Al redlizar la evaluacién de la medicion de los valores de C5b9 en pacientes con
dermatomiositis se encontré6 un promedio de 2832 ng/ml, y en los sujetos sanos el
promedio en la medicion de este fue de 1485 ng/ml. Y a redlizar la comparacion
estadistica de ambos grupos mediante la pruebat de Student se encontré una diferencia

significativa con unap = 0.003.

Lo anterior es relevante ya que hay estudios recientes que se han enfocado en
demostrar €l papel del complemento en la patogénesis de la enfermedad y de manera
mas especifica € depdsito del complejo de ataque ala membrana a nivel de la pared de
los vasos y de los tejidos afectados, y aungue en este caso se realiz6 la medicién sérica
de los niveles de C5b-9, lo cual representa un menor costo, podria orientar en cuanto a

la severidad de la enfermedad.*®

Al redlizar la correlacion entre los valores de concentracion sérica de C5b9 con
los niveles séricos de las enzimas musculares. Se encontrd para deshidrogenasa léctica
mediante prueba de Pearson un valor de 0.525 y una significancia de 0.017, por lo que
se puede observar que existe una buena correlacion entre la elevacion de los valores de

C5b9 y de deshidrogensa lactica. Al aplicar esta misma prueba pero con creatin cinasa



se encontré un valor de la prueba de Pearson de 0.649 siendo estadisticamente
significativo.

Considerando que estas enzimas musculares se relacionan con el dafio muscular,
y la que se mide de forma habitual es la creatin cinasa (CK) dentro de los 3 subgrupos
que comprende se encuentra la fraccion MM que es més especifica para musculo
esquel ético y aungue no es especificasi es sensible, y su presencia de forma elevada se
relaciona con peor pronostico, por lo que podriamos considerar que a redizar la
medicion del complejo de ataque ala membrana C5b9 podemos determinar la severidad

de laenfermedad y € prondstico de lamisma.

Al evaluar la fuerza muscular en los pacientes con dermatomiositis a momento
de la toma de la muestra y compararla con los valores de C5b9 de estos pacientes
mediante una correlacion de Pearson se obtuvo un valor de -0.645 estadisticamente
significativo. Con esto se puede considerar que ante una mayor severidad de la
enfermedad hay una mayor disminucion de la fuerza muscular y por lo tanto un valor

mayor de C5b9

Al evaluar la fuerza muscular en los pacientes con dermatomiositis a momento
de la toma de la muestra 'y correlacionarla con los valores de C5b9 mediante prueba de

Spearman se obtuvo un valor de -0.621 estadisticamente significativo.

En varios estudios se ha demostrado €l depdsito del complejo de ataque a la
membrana en un gran porcentaje de biopsias de la piel con lesiones, en las que los
depdsitos de C5b9 son a nivel de la unién dermoepidérmica hasta en el 86% de las

biopsias estudiadas. Los depdsitos en los vasos de la dermis se encontraron hasta en



77% de las biopsias. En este estudio se evalla la elevacion a nivel sérico del MAC

siendo un medio més accesible para la determinacion del mismo.

En otros estudios se haindicado que existe un polimorfismo genético que puede
tener influencia en la susceptibilidad de presentar alguna enfermedad autoinmune como
por ejemplo € lupus eritematoso sistémico. Cuando hay deficiencia de los componentes
de la via clasica del complemento (Clqg, C1r, Cls, C4 6 C2) se ha sugerido que existe
una eliminacion anormal no solo de los complejos inmunes sino también de las células
apoptoticas lo cual contribuye a la ocurrencia de LES, sugiriendo que niveles
inapropiados de nlcleos apoptdtico que pueden ser una fuente de autoantigenos en la
enfermedad autoinmune. Recientemente se ha reportado que la lectina ligada a manosa
se puede unir alas células apoptoticas iniciando su captacion por los macréfagos, y por
lo tanto una eliminacion anorma de las células apoptéticas relacionadas con la
deficiencia de la lectina unida a manosa puede ser fuente de estos autoantigenos. Sin
embargo la deficiencia en este factor del complemento (lectina unida a manosa) no es
un factor de riesgo extremadamente alto, en contraste con lo que serian las deficiencias
de otros componentes del sistema del complemento tales como C1g. Las consecuencias
precisas de la deficiencia de la lectina unida a manosa en €l inicio y progresiéon en €l
lupus eritematoso sistémico aln no son claras, sin embargo con estos hallazgos es
posible identificar que en aquellos individuos en los cuales exista algiin polimorfismo

genético pueda existir € riesgo de desarrollar alguna enfermedad autoinmune.

El balance entre la produccién y degradacion determina los niveles séricos de la
lectina unida a manosa. Como |la presencia de depositos de lectina unida a manosa se ha

demostrado en los tgidos de enfermedades autoinmunes, se espera que estos se



consuman durante la fase activa de la enfermedad y que las concentraciones séricas
puedan reflgar la actividad de la enfermedad y correlacionarse con los hallazgos
clinicos de la misma, y que al iniciar € tratamiento de la enfermedad estos niveles
muestren de manera indirecta la disminucion de la actividad. Lo anterior se podria
relacionar de manera anadloga a lo que sucederia con la determinacion de los niveles
séricos del complejo de ataque a la membrana para poder determinar de manera
indirecta la actividad de la dermatomiositis y evaluar |la respuesta al tratamiento en la
mi sma_37' 38

Con lo anterior se considera que las proteinas reguladoras del complemento
podrian tener una aplicacion terapéutica en e futuro. El uso de un tratamiento
encaminado alainterferencia con la activacion del complemento y por lo tanto prevenir
el dafio tisular mediado por la cadena del complemento, seria una opcién mas en €
tratamiento de la dermatomiositis donde se ha demostrado la alteracién por el sistema
del complemento, donde la lesién temprana se inicia en la microvasculatura donde hay

depdsito del complejo de ataque ala membrana o en los capilares intravascul ares.



X. CONCLUSIONES.

Los avances en € estudio y conocimiento del complemento, hacen necesario su
entendimiento para poder hacer las correlaciones con |os padecimientos clinicos dentro
de los cuales se encuentra la dermatomiositis.

Existe asociacion entre la dermatomiositis y los niveles elevados de C5b9. Asi
mismo existe asociacion entre los valores elevados de este y los valores de las enzimas
musculares, por lo que podria ser de utilidad como medicion de la actividad de la

enfermedad.

Xl. SUGERENCIAS PARA UN TRABAJO FUTURO.

Con base a lo presentado en €l presente trabajo, se espera que se continle con el
estudio de larelacion del sistema del complemento y sobretodo del complejo de atague
alamembrana en la patogenia de la dermatomiositis y que a partir de esto puedan surgir
nuevos proyectos y trabajos enfocados en e estudio y desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas que se centren en el bloqueo de C5h9 para € control de la dermatomiositis
y en la correlacion entre la severidad y evolucién de la enfermedad y la medicion del

CAM.
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ANEXO 2. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Autorizacion para participar en €l estudio de investigacion titulado:
Concentraciones séricas del Complejo soluble de ataqgue a membrana (C5b-9) en

pacientes con Dermatomiositis.

Investigadores:
Dr. Andrés Tirado Sanchez. Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.

Dra. Rosa Maria Ponce Olivera. Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.

1. El proyecto de investigacion corresponde a Riesgo minimo, esto es, debido a la
extraccion de sangre por puncion venosa, que se explicara mas adelante.

2. Apartados

I. El médico del estudio invita a paciente a participar en un estudio de investigacion
debido a que padece una enfermedad [lamada Dermatomiositis, que es una enfermedad
de la piel y los musculos. En este estudio se evaluard un nuevo estudio de laboratorio
que servira para determinar la severidad de la enfermedad que usted tiene
(Dermatomiositis).

El reactivo que se va a medir se llama C5b-9 y se tratard de encontrar si existe una
relacion entre su enfermedad y la elevacion de este producto en sangre. Para llevar a
cabo esto se necesitard una muestra de sangre de 3mL que se analizara sin costo alguno

y a analizarse se comparara con pacientes que no tengan la enfermedad.

I[l. S participa en este estudio, requeriremos que acuda una sola vez, en la que
tomaremos todos |os datos necesarios para su participacion.  La toma de muestra de
sangre de 3mL (cantidad que generalmente se toma con cualquier estudio de sangre), es
el unico procedimiento que serealizardy que implicara una pequefia molestia transitoria
(dolor leve) en € sitio de la puncién. El objetivo de esta toma de muestra es tener la
cantidad en sangre de la sustancia llamada C5b-9 que se comparara con mediciones en
sangre que haremos en pacientes sin la enfermedad, todo esto para ver si tiene relacion

con su enfermedad.



[1l. Ademas del tiempo que pierde en la consulta, otra de las molestias que puede usted
tener es con |los procedimientos de este estudio que podran incluir los siguientes:

La inyeccion en la vena del brazo para obtener la muestra de sangre de 3mL puede
incluir molestias en €l sitio de la inyeccion como dolor leve a moderado, temporal, que
no le impide hacer sus actividades normales ni le dejard secuelas en otras partes de su
cuerpo.

Debido a que la muestra de sangre se tomara con todas las medidas de higiene,
préacticamente evitamos cualquier tipo de contaminacion en € sitio de la inyeccion, que
S se presentara seria solo enrojecimiento e hinchazon en e sitio de lainyeccién, con un
poco de dolor, que se quita con el uso de medicamentos que serian proporcionadas por
el investigador en caso de presentarse o anterior en el sitio de la inyeccion, y que se

presente dentro de las dos semanas después de que se tomd la muestra de sangre.

IV. Es posible que este nuevo estudio de laboratorio nos permita, a encontrar relacion
con su enfermedad, implementar nuevos tratamientos para la dermatomiositis que
podrian beneficiarlo a usted y a otros pacientes que padecen la enfermedad. Sin
embargo, es importante que conozca que este estudio no es del todo infalible y puede
darnos resultados no dtiles. Su participacion en el estudio podria no beneficiarlo, pero
S podria ayudar a otras personas que tienen la misma enfermedad que usted, todo esto

gracias alainformacion que obtengamos.

V. Gracias a la informacion que se obtenga se podrian desarrollar nuevos tratamientos
especificos que nos permitirian controlar con mucha mayor eficacia la enfermedad que
usted padece, con lo que se beneficiaria al reducir sus gastos de hospitalizacién ya que
no la requeriria tanto a mantener adecuadamente controlada la dermatomiositis e
incrementaria su calidad de su vida ya que los episodios de la enfermedad podrian

reducirse a minimo y muy pocos efectos a su organismo.

V1. El médico del estudio esta para servirle y para contestarle cualquier pregunta que
pueda tener acerca del estudio de laboratorio que ya le mencionamos o de otra cosa del

mismo estudio.

V1. Usted como paciente no renuncia a ninguno de sus derechos legales por € hecho de
firmar esta carta de consentimiento. Su firma como paciente indica que ha leido y



comprendido lainformacién de esta carta. Ademés, al firmarla usted reconoce que sele
ha explicado € estudio y que ha podido hacer preguntas sobre todo |o que no entendia
bien, y que las preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Asimismo, usted
comprende que su participacion en € estudio es totalmente voluntaria (no es obligado).
El no desear participar en el estudio no le traera ninguin problema, nadie se enojara con
usted como paciente o con sus familiares y su decision no tiene nada que ver en la

atencion médicaalague e paciente tenga derecho en esta institucion de salud.

VIII. El paciente tiene derecho a que nadie sepa que usted participb en el estudio y toda
lainformacion que tengamos en este estudio permaneceran confidenciales, dentro de los
limites que marque laley.

Es posible que los resultados del estudio, cualquiera que sean, se publiquen en una
revista seria, por lo que usted mediante la firma de este documento |o autoriza, siempre
y cuando se mantenga secreta u oculta laidentidad del paciente.

IX. En caso necesario, € paciente y la persona que sea €l responsable legal tendran
derecho a conocer |os resultados del estudio de laboratorio practicado, también a que se
les explique lo que significa dicho resultado.

X'y XI. Ni a paciente ni a los familiares se le cobraran nada por e marcador de
laboratorio ni por la (s) consulta () relacionadas con € estudio. El marcador de
laboratorio sera gratuito solo durante el estudio.

La atencion de problemas de salud que no se relacionen con este estudio seguira siendo
responsabilidad del paciente, como o hace habitualmente.

Ni el paciente ni los familiares recibiran compensacién econdémica por la participacion
del paciente en €l estudio.

En caso de algun problema relacionado con la investigacion y que requiera ser revisado
por un meédico, este servicio sera proporcionado en su totalidad por los investigadores
hasta su resolucion. No sera posible la ayuda econdémica (indemnizacion) en caso de
algun tipo de complicacion relacionada con el estudio debido a que no contamos con

recursos suficientes.



X1y X1,

Nombre o huelladigital del paciente Fecha
Familiar o Responsable legal Fecha
Testigo 1(Nombre y Direccién) Fecha

Relacion con el paciente

Testigo 2 (Nombre y Direccion) Fecha

Relacion con e paciente

XIV. Si e paciente o los familiares creen que e paciente tiene algin problema
relacionado con este estudio, por favor contacte (n) de inmediato al Dr. Andrés Tirado
Sanchez a celular 5530-48-6622 las 24hrs o a com. 2780-2000 ext. 1052 (lunes a
viernes de 7 a 15hrs) o a la Dra. Rosa Maria Ponce Olivera, Tel. 5652-3999, celular
5554-03-2049 (las 24hrs), com. 2780-2000 ext. 1055 (lunes aviernes de 8 a 16hrs).

XV. En caso de requerir atencion médica acudir a Servicio de Dermatologia del
Hospital General de México de lunes a viernes de 8 a 16hrs 0 a Servicio de Urgencias

del Hospital General de México disponible las 24hrs.



ANEXO 3. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

Proyecto de Investigacion.- “ Concentraciones séricas del Complejo soluble de ataque a

membrana (C5b-9) en pacientes con Dermatomiositis’.

México, D.F. a de del 2006

Nombre

NUmero de expediente
Edad
Sexo

Evolucién de la Dermatomiositis (Tiempo en meses/afios)

Tratamiento actual

Concentracion sérica de C5b-9 Fecha.-




ANEXO 4. HOJA DE PROCEDIMIENTO PARA LA RECOLECCION DE LA
MUESTRA.

Objetivo.- Detallar los pasos a seguir para una correcta recoleccion de muestra
sanguinea para la determinacion de las concentraciones plasméticas de C5b-9.
Alcances.- Pacientes con carta de consentimiento informado.

Responsable.- Dr. Andrés Tirado Sanchez.

Referencias.- Instrucciones insertas en el estuche comercial Enzyme Immunoassay.
Equipamiento y materiales.- Tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA (tapon
morado), alcohol, torundas de algodon estéril, aguja para Vacutainer #21, adaptador de
aguja (camisilla de pléstico), ligadura, guantes de latex #7 estériles desechables,
contenedor sblido para material punzocortante (caja roja con tapa blanca), contenedor
de bolsa (roja con plastico grueso).

Desarrollo.-

1. La persona responsable de la toma de la muestra debe traer una identificacion
visible.

2. Preguntar a paciente su nombrey apellidos completos

3. Seidentificar el tubo con lainformacion del paciente, el nimero del expediente
y lafecha.

4. Preparar todo el material necesario

5. Sentar a paciente, colocar el brazo del paciente en la paleta de la silla para la
toma de la muestra.

6. Realizar asepsiaa tapdn del tubo

7. Colocar laagujay €l tubo a adaptador del Vacutainer

8. Seleccionar una vena periférica adecuada (extremidad superior derecha
preferentemente)

9. Limpiar el &rea a puncionar con una torunda con acohol, primero en la zona de
puncion y posteriormente en circulos excéntricos, esperar a que seque y no
volver atocar sin guantes.

10. Aplicar € torniquete (no mas de 1 minuto).

11. Ponerse los guantesy avisar al paciente de la puncién

12. Puncionar en angulo de 45° con respecto a eje de lapiel, con € bisel delaaguja
hacia arriba.

13. Extraer 3mL de sangre



14. Liberar €l torniquete cuando la sangre comienza afluir.

15. Colocar un nuevo algodon sobre €l sitio de la puncién y egjercer una presion
suave por 1 a3 minutos o hasta que no se vearastro de sangrado.

16. Descartar laagujay los guantes en | os recipientes correspondientes.

17. Llevar el tubo inmediatamente a centrifugar

18. Pipetear € sobrenadante (plasma) y colocarlo en un criotubo previamente
rotulado como en el tubo original de lamuestra.

19. Posteriormente mantener en congelacion a-20 o -30° C hasta su procesamiento.



10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.
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