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INTRODUCCIO

L1 ESTRUCTURA DEL MUSCUL ESQUELETIC I ORGANITZACIO DE LA

SEVA MICROVASCULATURA

El muscul esquelétic és un organ dissenyat de tal manera que pugui generar, de forma
rapida, for¢a i moviment en una direcci6 determinada. Aix0 s’aconsegueix mitjangant
un sistema de filaments contractils, principalment 1’actina i la miosina, que es troben
disposats de forma ordenada formant miofibrilles de 1-3mm de diametre. Aquestes es
col-loquen paral-leles a I’eix longitudinal de la fibra muscular i estan envoltades per la
membrana del reticle sarcoplasmic. La seva aparenca és estriada degut a la repeticio
regular de 2-3mm de la sarcomera o unitat fonamental de contracci6 i que va de banda
Z abanda Z (Figura 1).

El muscul esquelétic esta format per fibres musculars que sén sincitis que poden
arribar a tenir una longitud de fins a 10 cm i que contenen milers de miofibrilles. El
diametre d’aquestes fibres oscil-la entre 20 1 50mm. Els nuclis de les fibres musculars
es disposen a la periferia de les mateixes. El teixit muscular es troba organitzat en
fascicles que estan rodejats de teixit connectiu o epimisi. A la vegada cada fascicle esta
organitzat en grups de fibres o fascicles de menor tamany 1 que estan recoberts d’una
capa de teixit connectiu anomenat perimisi. Finalment, cada fibra muscular esta també
envoltada de teixit connectiu que anomenem endomisi. En condicions normals 1’
endomisi practicament no s’observa al microscopi optic.

El muscul esquelétic, degut a la seva funcid locomotriu, necessita una abundant
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Figura 1. Esquema de les proteines que formen part de la matriu extracel-lular,
sarcolemma, sarcoplasma, sarcomer i envolta nuclear del muscul esquelétic. Amb
un asterisc s’indiquen aquelles proteines en les que mutacions en el seu gen s’han
associat a patologia muscular.
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vascularitzacio que a més ha d’estar molt ben regulada, ja que en un moment donat la
demanda d’oxigen 1 nutrients pot arribar a ésser 100 vegades superior a la basal.

Les arteries que irriguen el muscul es ramifiquen a nivell de perimisi en arterioles cap a
I’endomisi 1 posteriorment en capil-lars. Es a dir, que l'aport sanguini al teixit
muscular va des de I’exterior del teixit cap a I’interior. Aquesta observaci6 és rellevant
a I’hora de discutir els mecanismes immunopatogenics que es donen en la
dermatomiositis, on s’observa una lesio a nivell de capil-lars i on es postula un
fenomen d’isquémia.

La vasculatura del muscul s’agrupa en: arterioles 1 arterioles terminals, vénules i
petites venes col-lectores i capil-lars. El terme arteriola s'utilitza per referir-se a
petites arteries d'un diametre d'entre 50-100 mm. Les arterioles tenen varies capes de
muscul llis, mentre que les arterioles terminals tenen una sola capa i fan menys de 50
Mn de diametre. A les vénules (8-100mm) i petites venes col-lectores (100-300 mm)
les cél-lules de les fibres de muscul llis es distribueixen de forma més irregular. Els
capillars son els segments de vas que es troben entre les arterioles i esfinters
precapil-lars per una banda i les veénules a l'altre. El seu diametre va des de 4 a 15mm.
Les fibres musculars reben oxigen dels capil-lars per difusi6 a traves d'una distancia
que va des de 50 nm en repos a pocs Mm durant 1'esforg. Els capil-lars es disposen al
voltant de la fibra muscular en un nimero que oscil-la entre 5-8, estan anormalment

alterat a la dermatomiositis (Figura2 A, BiC) (1).



Figura 2. A. Esquema de la vascularitzacié del muscul esquelétic. B.
Tincié amb lectina d’ Ulex europaeus marcada amb biotina mostrant
la distribuci6 de capil-lars en una biopsia normal i C. en la biopsia
d’un malalt amb dermatomiositis. En aquest darrer cas el nombre de
capil-lars es troba disminuit 1 el seu diametre és major.
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1.2 CARACTERISTIQUES DE LA BIOPSIA MUSCULAR NORMAL

Per poder definir la preséncia d’anomalies en observar una seccié de muscul esquelétic
al microscopi i1 poder establir finalment un diagnostic concret, és important coneixer
bé quines sén les caracteristiques d’una bidpsia muscular normal. Una série de
tincions histoquimiques ens permeten objectivar totes aquestes caracteristiques de
forma precisa. Aixi doncs una tincié amb hematoxilina-eosina ens permet veure de
forma relativament rapida si el miscul té un aspecte normal o, si ben al contrari, hi ha
anomalies que cal estudiar amb detall. Aquesta tincié ens permet veure si els nuclis es
disposen a la periféria de la fibra, si les miofibrilles es disposen de forma ordenada, si
el tamany de les fibres és homogeni, si hi ha fibres partides (fenomen de splitting) o si,
per exemple, hi ha infiltrats inflamatoris. Molt breument, una tincié amb tricromic de
Gomori modificat ens permetra veure la preséncia d’anomalies mitocondrials en forma
de fibres vermelles trencades (ragged-red fibers), un augment del teixit connectiu o si
s’observen vacuoles a ’interior de le fibres musculars. La tincid histoquimica d'
ATPasa ens permet veure la distribucid dels tipus de fibra muscular. Si la técnica es
realitza a un pH de 9.4, les fibres de tipus II o de contracci6 rapida es veuen d'un
color marr¢6 fosc, mentre que les tipus I o de contraccio lenta es veuen clares. Es
poden fer tincions per ATPasa a altres pH (4.3, 4.6) que mostren un patro,
basicament invers respecte al observat a pH 9.4 i que serveixen per complementar-lo.
La disposici6 de fibres en un mascul normal recorda un taulell d'escacs. Aquesta

distribuci6 també s'observa al realitzar altres tincions per enzims del metabolisme



INTRODUCCIO

muscular com ara la nicotin adenosin deshidrogenasa (NADH) o la acid succinic
deshidrogenasa (SDH) que intervenen en la generacid d'energia a nivell de
mitocondries. Hi ha altres tincions que ens indiquen si hi ha una acumulacié anormal
de cadenes de sucres com ara el PAS, o un increment en la concentracio de greixos
(oil-red), que en condicions normals no s'observen (Figura 3).

Aixi doncs, les tincions histoquimiques ens permeten una aproximacid acurada al
tipus de miopatia que pateix un malalt. Perd aquestes tincions es complementen en el

cas que ens ocupa amb tincions immunohistoquimiques, com veurem més endavant.

1.3 MIOPATIES INFLAMATORIES: ASPECTES CLINICS I IMMUNOLOGICS

El concepte de miopaties inflamatories (MI) inclou un grup heterogeni de malalties
musculars que clinicament es manifesten amb debilitat muscular de curs subagut o
cronic 1 histologicament es caracteritzen per la preséncia d’ infiltrats inflamatoris en el
muscul (2-4). Aquest grup engloba tres entitats : La Polimiositis (PM), la
Dermatomiositis (DM) 1 la Miositis per Cossos d’ Inclusio (MCI) La etiologia ¢és
desconeguda i en la patogénia d’ aquestes miopaties s’ han implicat mecanismes d’
autoimmunitat i infeccions virals del muscul esquelétic.

Per a establir el diagnostic d” aquestes malalties ens basem en:

1) Caracteristiques cliniques (s'aniran indicant per cada entitat durant la introduccio).



Figura 3. Tincions histoquimiques en crioseccions seriades de
muscul esqueletic A. Tricromic modificat de Gomori, B. PAS, C.
H&E, D. Colinesterasa, E. ATPasa pH 9.4, F. NADH
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2) Determinacio d’ enzims musculars.

3)

L'enzim més sensible és la creatin quinasa (CK), la qual pot estar aixecada fins a 50
vegades el valor normal en les fases actives de la malaltia. Encara que habitualment els
nivells de CK segueixen l'activitat de la malaltia, poden ser normals en una MI activa.
A la MCI els nivells no solen ser més de X10, i en alguns pacients poden romandre
normals des de 1'inici de la malaltia. Els nivells de CK també poden ser normals en
pacient amb DM infantil sense tractament fins i tot activa, aixi com en malalts amb
DM i PM associades a malaltia del teixit connectiu. A més de les CK, també¢ es poden
trobar aixecades en el s€rum: la transaminasa del glutamic-oxalacétic (SGOT), la
transaminasa del glutamat-piruvat (SGPT), la lactat deshidrogenasa (LDH) i Ia

aldolasa (5).

Determinacio d’autoanticossos

Els autoanticossos que es poden detectar a les miositis es poden agrupar en tres
categories (6): Els autoanticossos especifics de miositis (AEM), els autoanticossos
associats a miositis (AAM) i autoanticossos especifics de teixits. Dins dels AEM
trobem els anti-ARNt sintetases: Jo-1, PL-7, PL-12, EJ, OJ 1 KS. A més també s’han
trobat KJ, SRP, Mi-2, Ku, Fer, MAS i PMSI. Entre els AAM trobem anticossos que
s’associen a miositis perd que també es troben en altres patologies i1 que hi poden

estar més estretament associades: PM-Scl, 56kD, SSa/Ro, UI-nRNP i U2-nRNP. No
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4)

5)

s’han identificat anticossos especifics de teixit amb alta especificitatalaPM o a la

DM.

Electromiografia (EMG)

La electromiografia (EMG) d'agulla mostra un augment d'activitat espontania amb
fibrilacions, descarregues repetitives complexes i ones positives en repos, potencials
miopatics caracteritzats per una durada curta i unitats polifasiques de baixa amplitud
durant l'activitat voluntaria. Aquest patr6 d'EMG es pot trobar en processos
miopatics aguts, toxics 1 actius i no és especific de les miopaties inflamatories. Una
barreja de potencials neurdogens 1 miopatics €s més comuna en la MCI, encara que es
pot observar a la DM o PM, sobretot en fases tardanes de la malaltia. Els estudis
d'EMG son ttils per excloure processos neurogens i confirmar la miopatia (5).

Biopsia muscular (s'aniran indicant per cada entitat durant la introduccid).

El diagnostic cert i la diferenciacio entre cadascuna de les entitats es realitza
mitjangant la bidopsia muscular, que préviament congelada, s’estudiara amb técniques
d’ histoquimica i immunohistoquimica i, en cas necessari microscopia electronica.
Donat que el patré del teixit muscular normal a nivell microscopic, varia d’uns
musculs a altres, es recomana realitzar la biopsia d’un muscul amb el que s’estigui
familiaritzat. Els muasculs que es biopsien habitualment son el biceps, el triceps, el
quadriceps o el bess6. A més ha de tractar-se d’ un muscul afectat clinica o

electrofisiologicament, encara que no ha de ser ni molt atrofic ni molt débil. En

10
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malalties agudes o subagudes la biopsia s’ha de realitzar d’un muscul bastant afectat,
mentre que en el cas de processos més cronics ha de tractar-se d’un muscul poc
afectat, perque sind es corre el risc de trobar només teixit adipds o fibros, fent dificil
el poder establir un diagnostic. També és important realitzar la biopsia en una area
que no s'hagi punxat a 1'hora de fer el EMG, ja que podria donar falsos positius en
valorar una possible reaccid inflamatoria. La orientacid de les fibres musculars és molt
important per a la interpretacio posterior, de tal manera que el muscul ha de estar
orientat de forma que les fibres musculars es vegin en tall transversal. A més de
processar-la en parafina, que és molt util per el diagnostic de determinades condicions
patologiques, com sarcoidosi o vasculitis, la biopsia muscular ha de ser congelada amb
molta cura (isopenta refredat en nitrogen liquid) per evitar artefactes de congelacio
que fan molt dificil la seva interpretacio posterior i tenen que estudiar-se mitjancant
histoquimica, immunohistoquimica, microscopia electronica i en ocasions bioquimica.
Es important assenyalar que les bidpsies haurien de congelar-se en els 30 minuts
posteriors a la seva realitzaci6. El minim de tincions que han de realitzar-se inclouen
les esmentades préviament a la pagina 7. Aquestes tincions donen informacid sobre
morfologia, patr6 intermiofibrilar, etc. La lectura de les biopsies seguint una
determinada sistematitzacié assegura no només el diagnostic de les MI sind que a més
descarta I’existéncia d’altres processos que formen part del seu diagnostic diferencial
(malalties neurogenes, miopaties de tipus distrofic, metabolic o d’altres).

Per altre banda, la realitzacié de tincions immunohistoquimiques pot donar molta
informaci6 sobre la patogenia de la malaltia, com s'anira indicant al llarg de la

introduccid. Per a realitzar aquesta tecnica s'utilitzen anticossos monoclonals dirigits

11
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contra molecules especifiques per a les diferents poblacions limfocitaries (CD4, CDS,
CD20, CD68) i el complex d'histocompatibilitat de classe I (MHC-I) entre d'altres.
La deteccid es realitza sobre seccions (entre 51 10 mm) congelades de la biopsia
muscular. Per visualitzar el marcatge s'utilitzen anticossos secundaris marcats amb
peroxidasa i posterior revelat amb diaminobenzidina, o bé amb secundaris marcats
amb molecules fluorescents (fluoresceina, rodamina) i posterior observacidé al
microscopi de fluorescéncia convencional o amb un microscopi confocal. En
condicions normals no s'observen c¢l-lules infiltrant la biopsia i la expressié de MHC-
I es restringeix als capil-lars, mentre que a les MI, com ja veurem més endavant,
s'observa expressio de MHC-I a les fibres musculars i les cel-lules infiltrants. En
situacions d’inflamaci6 també es troba un augment d’expressid0 de molécules
d’adhesi6. Aquestes proteines, sovint glicosilades, estan implicades en el trafic de
c¢l-lules des de el torrent sanguini als llocs on hi ha inflamaci6. S’expressen tant a
nivell de les cél-lules infiltrants (VLA-4, LFA-1, L-selectina...) com a nivell de
cél-lules endotelials (ICAM-1 1 2, VCAM-1...). En condicions normals aquestes
molécules no s’expressen (o ho fan a nivells molt baixos) a les cél-lules endotelials que
es troben al muscul. La seva expressio pero, €s induida, incrementada o regulada per

citoquines,chemoquines, hormones o contactes entre cél-lules.

12
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A continuacio faré una descripcio de les caracteristiques
cliniques, troballes patologiques, immunohistoquimica i
descripcio dels mecanismes immunopatogenics que es
postulen per a cadascuna de les miopaties inflamatories
(PM, DM, MCI), aixi com de les distrofies musculars amb

inflamacio.

13



INTRODUCCIO

1.3.1 Miositis per cossos d’ inclusio

Quadre clinic

El terme miositis per cossos d'inclusio (MCI) va ésser introduit 'any 1971 per Yunis
i Samaha (7) per descriure un grup de pacients amb polimiositis cronica, la biopsia
muscular dels quals presentava fibres musculars anormals que contenien vacuoles i
inclusions filamentoses caracteristiques al nucli i al citoplasma. La MCI esporadica
(MClIe) és una malaltia muscular adquirida comu als Estats Units (8), pero la seva
incidéncia a Europa és encara incerta. Molts pacients inicien el quadre després de la
cinquena década de la vida. Cal distingir la MCle de les miopaties amb cossos
d'inclusi6 hereditaries (MCIh). Aquest terme va ésser introduit el 1993 (9) per referir-
se a malalties musculars hereditaries amb una patologia molt semblant a la MCle, és a
dir preséncia de vacuoles i d’inclusions tubulofilamentoses al citoplasma, perd amb
historia familiar i, en general, sense preséncia d’infiltrats inflamatoris. D'aqui la
denominacié miopatia i no miositis. La MCle es dona més freqiientment en homes,
que inicien un quadre subagut de debilitat muscular proximal més acusada en
extremitats inferiors, amb creatin quinasa (CK) normal o discretament augmentada, o
en pacients diagnosticats de PM que no responen a la corticoterapia.

La debilitat 1 atrofia muscular, que poden ser asimétriques, sén lentes i progressives,
afectant inicialment a la musculatura proximal de les extremitats inferiors per a després
generalitzar-se de forma més greu que en les altres MI als musculs

quadriceps, ileopsoas, triceps i biceps. Es caracteristica l'afectaci6 dels musculs flexors dels

dits a les EESS. El component distal, el fet que la distribucio6 de la debilitat i la atrofia poden

14
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ésser asimetriques 1 una perdua al inici del reflex patelar, mimetitzen en alguns casos una
enfermetat de les neurones motores, especialment quan els nivells de CK al sérum sén
baixes (2). Un 60% dels malalts presenten disfagia, especialment en fases avancades de la
malaltia (4). En un 15% de casos, la MCle pot estar associada a altres malalties
autoimmunes sistémiques o del teixit connectiu (10). En alguns grups ¢étnics s'han descrit

casos de formes hereditaries recessives 1 dominants amb patrons especifics (11).

Biopsia muscular

La histoquimica de les biopsies musculars de pacients amb MCle mostra a més de la
presencia d' infiltrats inflamatoris endomisials amb un patré idéntic a la PM, una série
de caracteristiques que la defineixen. Una de les més importants és la preséncia de
vacuoles de tamany variable en una o més fibres. En contra del que es diu en la
literatura moltes d' aquestes vacuoles o no estan ribetejades o ho estan tant sols
parcialment. Son caracteristiques les fibres vermelles trencades, fibres citocrom
oxidasa C negatives i mitocondries anormals amb inclusions paracristal-lines. També
s’observen fibres angulades o arrodonides formant petits grups.

Un percentatge de fibres musculars vacuolades, que segons els autors pot arribar des
de el 10% al 70%, presenten focus d’ amiloide.

Per a establir el diagnostic de MCle diferenciant-lo de la polimiositis (PM) el grup de
la Dra Askanas (8) suggereix realitzar una serie de proves: 1) Una tinci6 de tricromic
Engel-Gomori per a visualitzar vacuoles, infiltrats inflamatoris i fibres vermelles
trencades. 2) Una tincié amb Vermell Congo (12) o cristall violeta per a detectar

diposits d’ amiloide en algunes fibres vacuolades. 3) Una reaccio amb fosfatasa

15
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alcalina per a avaluar la tincid del teixit connectiu perimisial que és tipicament negatiu
o molt debil en la MCle, perd0 de moderat a prominent en la PM activa. 4)
immunohistoquimica amb SMI-31 per detectar la proteina tau fosforilada dels
filaments helicoidals aparellats (FHA) tant en la MCle com en la MCIh . 5) Sino es
disposa de SMI-31 pot utilitzar-se un anticos anti-ubiquitina ja que s’han trobat
inclusions d’aquesta proteina en la MCle pero no en altres miopaties inflamatories.

A nivell ultraestructural el criteri diagnostic per a la MCle és la presencia de FHA en
el citoplasma de 15 a 21nm de diametre molt sovint formant grups. Aquests FHA son
molt semblants als que es troben en els cervells de pacients amb malaltia d” Alzheimer
(AD) ja que també contenen la proteina tau fosforilada, el que confereix un valor

afegit a I’estudi d’aquestes miopaties.

Estudi inmunohistoquimic

Existeix un infiltrat de limfocits T, amb un clar predomini de limfocits CD8+ que pot
observar-se en els talls criostatics de les biopsies musculars d’aquests malalts,
processades mitjancant técniques immunohistoquimiques 1 utilitzant diferents
anticossos monoclonals. Aquests limfocits es troben invadint fibres musculars tant
amb signes de degeneracié com en fibres musculars normals. En les mateixes arees d’
infiltrats s” observen a més macrofags i una expressid anormalment incrementada
d’antigens d’histocompatibilitat de classe I (HLA I) en el sarcolema de les fibres
musculars. L’increment de HLA T es demostra no només en aquelles fibres musculars
que son objecte de 1’ atac immune sind que s’observa distribuit de forma homogenia

en tot el teixit i es suposa secundari a la preséncia de citoquines circulants. Els estudis
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realitzats en les demés estructures musculars incloent el teixit connectiu, la

microvascularitzacio i els nervis intramusculars son normals.

Patogénia

La MCI és la causa més comuna de miopatia adquirida en pacients més grans de 50 anys
als Estats Units. La causa/es no ¢€s clara perd es suposa que els mecanismes
d'autoimmunitat hi juguen un paper important 1 existeix una miocitotoxicitat mitjangant
limfocits T citotoxics que detecten antigens encara desconeguts en la membrana muscular
presentats per molecules d’ histocompatibilitat de classe 1. Aquesta hipotesi és defensada
pels Drs AG Engel i MC Dalakas. Estudis experimentals, en els que el miscul procedent
de biopsies es va cocultivar amb limfocits T, recuperats de la propia biopsia muscular,
van demostrar que algunes subclones d’aquests limfocits eren citotoxiques per aquell
muscul, corroborant la hipotesi de la toxicitat. A més, I’estudi del TCR dels infiltrats de
biopsies de MCle van mostrar un patrd oligoclonal amb un predomini dels gens Vb3,
Vb2 i Vbe6. La regio CDR3 pero, era heterogenia, la qual cosa fa pensar que es tracta
d’una resposta contra un superantigen més que contra un antigen especific de muscul
(13). El fet que a la MCI es trobin acimuls de proteines caracteristics del cervell de
pacients amb malaltia d’ Alzheimer (MA), com per exemple el b-amiloide, fa que es

postuli un mecanisme neurodegeneratiu en la seva patogenesi. Al 1991 Mendell et al van

descriure la preséncia anomala de b-amiloide en fibres musculars vacuolades tant en
MCle com MCIh (12). Posteriorment, es va demostrar la preséncia d’ altres epitops de
bAPP aixi com el seu ARNm (14). Era el primer indici de que aquestes proteines podrien

tenir un paper patogenic no només en el cervell, sind també en el muscul. A partir d’aqui
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s’ha observat la preséncia d’altres "proteines caracteristiques de la MA" en fibres
musculars vacuolades tant de MCle com MCIh incloent la al-antiquimiotripsina,
apoliproteina E, ubiquitina i la proteina tau fosforilada. També s’ha descrit la preséncia de
presenilina-1 en les MCI. S’han detectat prions en el muscul de MCI i no en el cervell de
pacients amb AD. A més s’ha detectat la preséncia de ARNm prionic, no demostrat en
les malalties cerebrals per prions. Els tubulofilaments de 15-21nm que es troben a la MCI
son molt similars als filaments helicoidals aparellats que es troben a la MA. Donat que la
proteina tau no es troba en fibres musculars normals, la immunoreactivitat que s’observa
a la MCle t¢ una importancia potencial. Experiments in vitro realitzats en els darrers 4
anys en els que es va transfectar muscul huma normal amb el gen de la bAPP provocant
la seva sobrexpressio, donava lloc a ’aparicid, en les fibres musculars en cultiu, de
vacuoles, diposits d’ amiloide i inclusions paracristal-lines en mitocondries anormals. A
més les fibres musculars no podien ésser innervades apropiadament en cocultius amb
neurones d’embrid de pollastre, el que suggeria que aquest mecanisme era el responsable
de la denervaci6 observada a la MCle. Totes aquestes son caracteristiques molt semblants
a les detectades a la MCI, representant un valués model experimental per a posteriors
estudis moleculars, no només de MCI sin6 potser també d’ MA. Donat que varies
proteines es troben acumulades de forma anomala en la MA 1 en les MCI, les hipotesis
que es proposen en aquest moment suggereixen que poden compartir mecanismes
patogeénics. En ambdues es dona un envelliment cel-lular i la preséncia d'estrés oxidatiu.
Aixi dongs, si es confirma la teoria de que l'estrés oxidatiu és el factor que més contribueix
a la patologia, es podrien dissenyar estratégies terapeutiques dirigides cap a la reduccio

de radicals lliures o prevenci6 de la seva formaci6 en les fibres musculars afectades (8).
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A la MCle 1 MCIh s’observen alteracions dels mionuclis, com ara acimuls de filaments

tubulars de 15-18nm, diferents dels observats a la distrofia oculo-faringea on tenen un
tamany de 8.5nm. També s’observen acumuls d’una proteina d’unié a ADN de cadena
senzilla (15). Donat que a 1a MCI els nuclis tendeixen a desintegrar-se i descarregar el seu
contingut al citoplasma, els filaments que es veuen acumulats en aquest i les vacuoles
podrien ser conseqiiencia de la destruccid dels mionuclis. Aquest dany de la matriu
nuclear pot afectar la organitzacié genomica del ADN i com a conseqiiencia a una
expressio genica aberrant, donant lloc a la acumulaci6 de proteines “estranyes” a zones
llunyanes de la uni6 neuromuscular com ja hem descrit anteriorment (16).

Finalment, a la MCI s’han descrit també anomalies mitocondrials, com ara un

augment del seu nimero contenint algunes d’elles inclusions paracristal-lines. A més
s’han descrit multiples deleccions del ADN mitocondrial en 3 pacients amb MCle
(17). En pacients amb PM i DM aquest fet és molt menys freqiient. El seu significat
no ¢és clar ja que en les miopaties mitocondrials no es dona ni el patr6 de distribucio
de la debilitat de la MCI ni les vacuoles i inclusions intranuclears. A més les delecions
multiples del ADN mitocondrial s'associen a oftalmoplegia externa progressiva que no
s’observa a la MCle. Es creu que a la MCle hi ha una afectacié de la comunicacid
entre els genomes del nucli i de la mitocondria. Mutacions de I’ ADN nuclear podrien
fer que el genoma mitocondrial fos més sensible a patir delecions o a eliminar
reordenaments anomals del seu ADN. Tant si aquests canvis soén primaris o
secundaris, les delecions del ADN mitocondrial podrien jugar un paper en la via

patogenctica que portaria a la degeneracié muscular i a la debilitat (16).
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1.3.2 Polimiositis

Quadre clinic

Aquesta malaltia, que es dona habitualment en adults, compleix amb les
manifestacions cliniques comunes a totes les M1 no té, perd, caracteristiques cliniques
diferencials com tenen les altres dues integrants del grup, DM i MCle.

Per aquesta ra6 la millor manera de definir la PM és dient que és una entitat en la que
no s’observen: afectacio cutania, debilitat dels musculs de oculars 1 facials, historia de
malaltia neuromuscular familiar, signes d'endocrinopatia, = miositis per co0ssos
d’inclusi6 o historia d’exposicié a drogues miotoxiques i toxines. La PM es pot donar
aillada o solapada amb altres malalties autoimmunes o infeccions virals, especialment

per HTLV-1 o0 VIH (18).

Biopsia muscular

La PM es caracteritza per la preséncia d’infiltrats inflamatoris endomisials que en
general es distribueixen de forma molt similar a com ho fan en la MCI, és a dir, al
voltant de fibres musculars d’aspecte normal o de fibres amb caracteristiques de
necrosi muscular. No s’observen troballes com les que es donen a la DM o MCI, de
tal forma que la seva caracteristica és 1’ abséncia dels signes descrits en les altres
miopaties en presencia d’ infiltrats inflamatoris. Per tant, 1’ estudi histologic mostra
fibres necrotiques i infiltrats inflamatoris. No obstant aix0, en alguns pacients amb
una miopatia adquirida que compleix els criteris de PM no es troben infiltrats
inflamatoris, encara que si s’observen fibres necrotiques o degenerants. En aquests

casos poden adoptar-se dues actituds, o bé catalogar al pacient de probable PM, o bé
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repetir la biopsia muscular en una altre area. Alguns autors recomanen la realitzacié d’
una RMN amb contrast per a determinar arees anomales i realitzar en elles la biopsia

muscular.

Estudi immunohistoquimic

A la PM I’ estudi immunohistoquimic té unes caracteristiques practicament
ideéntiques a les observades a la MCI. Aixi, els infiltrats son predominantment de
limfocits T citotoxics. S* observa a més un gran nombre de macrofags activats i hi ha
tamb¢ un increment en 1’expressio d’antigens d’histocompatibilitat de classe I a les
fibres musculars. Aixi doncs, aquesta malaltia es suposa mediada per immunitat
cellular contra antigens encara desconeguts de la fibra muscular. S’ha descrit un
pacient en el que la caracteritzacié immunohistologica de I’infiltrat inflamatori va
demostrar que estava format per limfocits que expressaven el receptor de cél-lules T
amb les cadenes g/d. A més totes les fibres expressaven nivells molt alts d’antigen
MHC de classe I antigen 1 la proteina de shock termic de 65-kd. El malalt va presentar
una resposta molt bona al tractament amb corticoesteroids (19). Aquest cas és de
moment 1’Unic, ja que la caracteritzaci6 del receptor dels limfocits T dels infiltrats

inflamatoris en la PM és de tipus a/b.

Patogénia

La citotoxicitat mediada per cél-lules T CD8+ sembla ser antigen especifica perque
esta associada amb I’expressio de HLA I, condicid indispensable per a que un antigen
sigui reconegut per les cel-lules T CD8+. Aquestes i els macrofags activats expressen

integrines (LFA-1, VLA-4) en la seva superficie que els permeten accedir al teixit
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muscular a través de les cel-lules endotelials gracies als receptors per a integrines que
aquestes expressen (VCAM-1, ICAM-1). Les cel-lules CD8+ reconeixerien sobre la
fibra muscular un antigen desconegut en el context de HLA de classe I. Les citoquines
alliberades al torrent circulatori (possiblement per una infecci6 viral) facilitarien la
extravasacio de cél-lules inflamatories 1 la expressio de HLA de classe I a les fibres
musculars. La interleuquina-1(IL-1), tumor necrosis factor (TNF-a) i interfer6é (IFN-
g secretades per part dels macrofags i cel'lules T CD8+ activats afavoririen la
miocitotoxicitat i incrementerien la expressio de HLA de classe I. En algun cas, les
cel'lules T gd que reconeixerien proteines de shock térmic, com ja hem mencionat
anteriorment, podrien tenir també un efecte miotoxic. Una de les molecules implicades
en el dany que es produeix a la fibra muscular en les reaccions de citotoxicitat
mediades per cel-lules es la perforina (Figura 4). En un estudi realitzat per Goebels et
al utilitzant microscopia confocal, van demostrar que el 43% de limfocits T CD8+ en
biopsies de malalts amb PM presentaven una expressi6 de perforina localitzada
vectorialment cap a la fibra muscular diana. Aixo indicaria un reconeixement especific
a través del receptor de la cel-lula T d’un antigen de la superficie muscular. En canvi a
la DM, la perforina es distribuia a I’atzar pel citoplasma de les cél-lules T infiltrants,
reflexant una activacié no especifica (20). Els macrofags activats també expressen
receptor Fc per a IgG 1 complement, podent unir-se a la fibra muscular a través del

receptor Fc, exercint aixi un efecte citotoxic directe.
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1.2.3 Dermatomiositis

Quadre clinic

La caracteristica clinica que distingeix aquesta entitat és la preséncia d’exantema
cutani, que acompanya o, més freqiientment, precedeix a la debilitat muscular. El grau
de debilitat i afectacid cutania varia de cas a cas. Aquesta pot manifestar-se com una
erupcio heliotropica a les parpelles, amb edema, eritema dels artells acompanyat
d’una erupcid escamosa violacia (signe de Gottron). Les lesions eritematoses inicials
poden acabar en una escamacio de la pell amb pigmentaci6 i despigmentacio, donant a
vegades un aspecte brillant. L’erupcio eritematosa pot donar-se també als genolls,
colzes, maleols, coll, part superior del pit (en forma de V) i a ’esquena o espatlles.
Les cuticules poden ser irregulars, engruixides i distorsionades, podent les arees
palmar i plantar presentar un aspecte aspre amb linies irregulars fosques que recorden
les mans d’un mecanic. També és caracteristica la preséncia de capil-lars dilatats a la
base de les ungles. L’enfermetat s’inicia amb una varietat de simptomes sistémics,
que inclouen febre, adinamia o simptomes gastrointestinals lleus. La debilitat és
d’inici subagut i afecta a les cintures escapular i pelvica, produint les mateixes
dificultats en les activitats didries esmentades préviament. Les mialgies son més

comuns que en la PM.

Biopsia muscular

A la DM s'observen infiltrats inflamatoris que poden ser poc marcats i que es
localitzen predominantment en arees perivasculars o en les regions de teixit connectiu

perifascicular o interseptal. El marcador histologic que diferencia la DM de les altres
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MI és la presencia de fibres atrofiques amb una distribuci6 perifascicular. Batten al
1912 va descriure i il-lustrar fibres musculars, totes en una fase d'atrofia a la periféria
del fascicles en un nen amb DM (21). L’atrofia perifascicular, que afecta tant fibres
tipus I com tipus II, pot ser molt clara en ocasions perd pot ser molt poc evident en
altres, per la qual cosa ha de ser sistematicament buscada ja que és una de les claus del
diagnostic histopatologic, fins i tot en absencia d’infiltrats inflamatoris. En adults es
troba present en al voltant del 40-50% de les biopsies, mentre que en nens esta
present practicament sempre. L’ atrofia en ella mateixa ¢és el resultat final de la necrosi
de fibres 1 una regeneraci6 insuficient o bé, segueix a episodis repetits de degeneracio i
reparaci6 incompleta. Aquesta distribucio particular de 1’atrofia de fibres musculars

també s’interpreta com secundaria a microinfarts per oclusi6 vascular.

Estudi immunohistoquimic

L’estudi immunohistoquimic a la DM té parts diferenciades com son Ila
caracteritzacid dels infiltrats inflamatoris, utilitzant diferents anticossos monoclonals
front a molécules que sén especifiques de cada subtipus cel-lular que ha demostrat,
que a la DM, I’infiltrat inflamatori endomisial esta format sobre tot per limfocits B i
limfocits T, amb un predomini de cél-lules T CD4+. En menor proporci6 es poden
veure limfocits CD8+ 1 macrofags. Aquests infiltrats poden localitzar-se
esporadicament al voltant de fibres musculars, perd €s molt més tipic que es trobin en
zones perimisials al voltant dels vasos generalment de calibre mitja, o escampats de
forma difosa. A més, s’ha observat un augment d’expressido de les molecules

d’adhesio ICAM-1 1 VCAM-1 a la microvasculatura dels musculs de pacients amb
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DM i PM i no en controls. Aquesta expressio es trobava també en capil-lars que no
estaven envoltats de cel-lules inflamatories. En el cas de la DM aquest fenomen es
podria explicar perque el complement activat dipositat als vasos, com veurem més
endavant, ¢és capag¢ d'induir I’ expressié de ICAM-1 i VCAM-1. En alguns casos
també s’observava expressio d’aquestes molécules en les fibres musculars a DM i
PM. Aquest fet es podria explicar per la mateixa reacci6 inflamatoria, ja que IFN-g
TNF-a son capacos d’induir la expressiéo de ICAM-1 i VCAM-1 en miotubs en
cultiu (22). Per altre banda, els mateixos autors detectaren expressio dels lligands
naturals d’aquestes molécules d’adhesio, LFA-1 i VLA-4, en les c¢l-lules infiltrants a
la PM iala DM. Aixi doncs, tot i que aquestes

entitats tenen mecanismes immunopatogenics diferenciats, les vies d’adhesio i
migraci6 dels infiltrats inflamatoris son comunes.

L’estudi de la microvasculatura del muscul ha donat molta informacid, ja que
utilitzant marcadors d’endoteli capil-lar com la lectina de Ulex europeus i anticossos
front el complex membranolitic del complement C5b-9 (MAC de membrane attack
complex) es detecta una clara disminuci6 en el numero dels capil-lars i diposits de
complement (MAC) en ells. Els estudis quantitatius realitzats han mostrat que la
disminuci6 en el numero de capil-lars és tant per arees de muscul com per fibra
muscular estant en moltes ocasions a més a més dilatats.

L’analisi de biopsies de pell de malalts amb DM va demostrar que a la pell lesionada
també es troba un elevat percentatge de diposits de MAC a nivell de vasos de la
dermis i a la uni6 dermo-epidérmica, en comparacio en zones de pell no lesionada on

no s’observaven aquests diposits (23).
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Els estudis de microscopia electronica demostren que els capil-lars endomisials de
malalts amb DM presenten estructures microtubuloreticulars, pérdua de membrana
plasmatica endotelial i organelles citoplasmatiques d’aparen¢a anormal. A més
I’endoteli esta més engruixit que a la PM. Aquests canvis a nivell d’endoteli son
menys prominents a la DM paraneoplasica (24).

S’ha vist que els malalts amb MI en que no s'observen lesions als capil-lars tenen una
forma més indolent amb una resposta retardada al tractament. En canvi, els malalts en
que hi ha un dany a nivell de capil-lars, presenten una major morbiditat i mortalitat,
pero amb una resposta més rapida al tractament immunosupressor (25).

El tractament amb immunoglobulines endovenoses, exerceix el seu efecte beneficios en
la DM (26) precisament perque intercepta 1I’enssamblatge 1 deposicié de MAC als
capil-lars endomisials, mitjancant la formacid6 de complexes entre les
immunoglobulines injectades 1 C3b, prevenint d’aquesta forma la incorporacié de

molecules C3 activades a la C5 convertasa (27).

Patogénia

La tipificacio limfocitaria suggereix que en la DM existeix un component immunologic
caracteritzat fonamentalment per immunitat humoral, i I’estudi capil-lar apunta que
aquest procés immune esta dirigit contra components de la microvasculatura del
muscul i mediada per complement. També €s possible que els immunocomplexes
afectin la fibra muscular directament. La successi6 d’esdeveniments que s’admet que
poden tenir lloc a la DM, és que després de la reaccid antigen-anticos a 1’endoteli

capil-lar, es produeix el diposit de complement i la lesio tisular isquémica amb
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reducci6 en el nombre de capil-lars (Figura 5). Per aixo, la distribucié de la isquémia
¢és en microinfarts amb 1’ aparicié d’inflamacid. L’ atrofia perifascicular probablement
reflexaria una hipoperfusio logicament més prominent a les arees més distals. Aixo vol
dir que donat que la irrigacié muscular va del exterior a I’interior del muscul, les zones
abans afectades haurien d’ésser les més endomisials i no les perifasciculars. Es
possible que la isquémia no sigui I’tnic factor que intervingui en aquest fenomen, com
ja veurem en els articles 2 1 3 que es presenten en aquesta tesi. A més la preséncia
d'infiltrats inflamatoris és freqilient a la DM 1 al menys part del dany a les fibres
musculars podria estar causat per les c¢l-lules inflamatories.

Tot i que es suposa que l'antigen que desencadena aquesta enfermetat deu estar
localitzat en I’endoteli capil-lar, encara no ha pogut ser identificat. Existeixen diversos
estudis en els que, utilitzant endotelis extrets de cordé umbilical huma, suggereixen la

presencia d’anticossos anti-cel-lula endotelial en pacients amb DM (28, 29).
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1.3.4 Inflamacio a les distrofies musculars

La presencia d’ inflamacio pot esdevenir una caracteristica important en algunes distrofies
musculars, com s’ha descrit a la facioscapulohumeral (FSHD) i al Duchenne (DMD). Per
exemple, a la FSHD, s'ha observat un nombre elevat de cél-lules B, proporcio CD4/CDS8
aixecada a fibres necrotiques (30) i infiltrats perivasculars de CD4>CD8, troballes similars a
les observades a la DM. En canvi no es detecten les caracteristiques tipiques de la PM o la
MCI com soén cel-lules T CD8+ positives per a perforina o granzyme A infiltrant fibres no
necrotiques. Aixo indicaria que a la FSH no hi ha un mecanisme immunologic contra les
fibres musculars mediat per cél-lules T citotoxiques.

Per altre banda, 1'estudi de la inflamaci6 a la DMD va mostrar que els limfocits T es
trobaven majoritariament a les fibres necrotiques i també en un petit nombre de fibres no-
necrotiques (31).

Recentment s’han descrit un grup de distrofies musculars que presenten una mutacié al gen
de la disferlina. Les disferlinopaties poden presentar tres fenotips: miopatia de Miyoshi
(MM), distrofia muscular de cintures 2B (LGMD2B) i miopatia distal del compartiment
anterior (DACM) (32-34).

La preséncia d'inflamacio a la biopsia muscular en pacients amb disferlinopatia ja ha estat
descrita préviament (35) i, recentment, s'han descrit una familia amb disferlinopatia 1
inflamacié amb una mutacié puntual especifica (36). En aquest darrer cas els infiltrats eren
principalment perivasculars i formats per cel-lules CD3+ 1 alguna cél-lula B. No s’observava

un augment d’expressio de MHC de classe 1.
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El gen de la disferlina es localitza al cromosoma 2p13 i codifica una proteina de 230kD
associada al sarcolema (35, 37). La funcié de la proteina és encara desconeguda, pero
donada la seva elevada homologia amb un gen del nematode Caenorhabditis elegans, fer-1,
es creu que la seva funcid esta relacionada amb fusié de membranes. A més, donat que la
proteina es troba ancorada a la membrana i t¢ una llarga cua citoplasmatica amb sis dominis
d’unié a Ca** deu actuar com a transductor de senyal associada a altres possibles proteines
de membrana.

Per altre banda, la soca de ratoli SJL, ampliament utilitzada com a model animal de
miopatia inflamatoria, s'ha vist que presenta una mutacio en el gen de la disferlina que
consisteix en una deleccio de 171pb (38). Molt recentment, per aclarir les troballes
publicades fins ara en relacid al model de miopatia inflamatoria, s’ha fet un estudi
comparant la preséncia d’infiltrats inflamatoris 1 de marcadors d’activacié immunologica
(TNF-a, STAT]I, IRF1) en ratolins SJL abans i després d’immunitzar-los amb miosina B
de muscul esqueletic de conill (39). Els animals no immunitzats presentaven alguns
infiltrats, principalment de macrofags. Algunes cellules eren positives per IFN-g Al
analitzar els animals immunitzats pero, el nimero total de cél-lules infiltrants va augmentar
de forma aguda, en un principi més macrofags i limfocits T CD4+ i en fases posteriors un
increment de ceél'lules T CD8+. Aixi doncs, hi havia diferéncies, a nivell histologic, entre els
animals immunitzats i els no immunitzats. Aquestes diferéncies, perd no es traduien en una
simptomatologia clinicament apreciable, ja que, per exemple cap dels animals de 1'estudi
presentava debilitat. No obstant aixo, el SIL pot esdevenir un bon model per al assaig de
noves terapies antiinflamatories per les disferlinopaties, monitoritzant, per exemple la

evoluci6 de la inflamacié muscular al llarg del possible tractament.
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En aquest apartat faré una revisio dels treballs més
importants realitzats fins ara dedicats a [’estudi de
[’expressio de citoquines en biopsies musculars de malalts
amb miopaties inflamatories. Com ja anirem veien,
aquests estudis presenten algunes contradiccions. Es per
aixo que varem decidir estudiar els mecanismes de
transduccio de senyal utilitzats pels receptors de
citoquines, concretament la familia dels transductors de
senyal i activadors de la trascripcio (STAT). En la segona
part d’aquest apartat faré una revisio d’aquest grup de

factors de trancripcio.
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1.4 CITOQUINES I STATS

1.4.1 Expressio de citoquines en el muscul esqueletic en miopaties inflamatories

S’han realitzat un nombre important d’estudis per entendre el paper de les citoquines
en la patogenesi de les MI, no obstant, els resultats demostren ser contradictoris en
alguns casos (40). Per exemple, es va trobar una expressié anormal de IL-1a en fibres
musculars (41), més concretament en malalts amb DM i1 PM inactiva cronica en les
fases tardanes de la enfermetat amb debilitat muscular persistent (42), mentre que
altres només van observar expressid en cel-lules inflamatories (43, 44). A més es va
detectar expressio de TNF-a en les fibres musculars de malalts amb DM (43), mentre
que altres autors només van detectar expressio en cél-lules inflamatories (45). L’estudi
de la expressié de TNF-a per uns altres autors va mostrar que aquest es troba
augmentat en macrofags, cel-lules CD3+ 1 en cel-lules endotelials rodejades d’infiltrats
a la PM/IBM. A la DM, a més, també en c¢l-lules endotelials lluny dels infiltrats. El
mateix treball descriu també que van detectar nivells alts de receptor de TNF de
75kDa (TNF-R75) en endotelis tant perifasciculars com perimisials a la DM, mentre
que a la PM/IBM només hi havia reactivitat anti-TNF-R75 a la superficie luminal
d’alguns capil-lars, suggerint un paper del TNF-a en la degeneraci6 de les cel-lules
endotelials en aquesta miopatia inflamatoria. A més els autors troben que a totes les
MI hi ha un augment d’expressio de receptor de TNF de 55kDa (TNF-R55), que és

present a nivells basals en els controls, en els mionuclis a I’interior o a la periféria de
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fibres regenerants, el que donaria a aquest receptor un paper important en la
regeneracio muscular (46). També, utilitzant técniques immunohistoquimica s’ha
detectat IL-4 en pacients amb DM (43) mentre que altres autors van trobar que
I’expressio de ARNm de IL-4 a DM 1 MCI era deébil 1 poc consistent (47).

Estudis previs van demostrar expressio de IFN-gen biopsies musculars en dos de
cinc pacients amb DM utilitzant técniques de transcriptasa reversa i reaccio en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) (47) i en un altre treball van trobar que en sis de deu
malalts amb DM les biopsies musculars presentaven cél-lules positives per IFN-gen
els infiltrats inflamatoris utilitzant immunohistoquimica (43). Aquests autors
suggereixen algunes raons per explicar la expressio restringida d’aquesta i altres
citoquines a les miopaties inflamatories: a) O bé el IFN-gés degradat rapidament o és
absorbit per inhibidors especifics quan és alliberat al medi o b) els casos estudiats ja
havien assolit un estat inflamatori actiu amb la qual cosa les citoquines pro-

inflamatories ja havien disminuit la seva expressio.
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1.4.2 Transductors de senyal i activadors de la transcripcio

Com ja s’ha esmentat en 1’apartat anterior, ’estudi de les citoquines en el muscul
esquelétic, 1 per extensio en qualsevol teixit, presenta dificultats com es demostra en
la disparitat de resultats obtinguts per diferents autors. Aix0 pot ser degut a una serie
de factors com ara que es tracta de molecules amb una vida mitja curta, es troben en
concentracions baixes i a més els nivells d’expressio del seu ARNm no sempre es
correlacionen amb els nivells de citoquina secretada. Una possibilitat per intentar
evitar aquests problemes ¢és estudiar els efectes de I’accid de les citoquines en el teixit
diana, enlloc d’intentar detectar la propia citoquina. A principis dels anys 90 es va
descriure el primer membre d’una familia de factors de transcripcid que es van
anomenar STATs. Aquests factors es caracteritzen perque, un cop la citoquina o
lligand interacciona amb el seu receptor es produeix la dimeritzacié d’aquest i la seva
part citoplasmatica provoca ’activacié d’una quinasa anomenada JAK. Aquesta es
fosoforila 1 a la vegada fosforila el receptor. El receptor fosforilat es converteix en un
lloc d’unié per el STAT que a I’interaccionar amb el receptor ¢s també fosforilat per
la mateixa JAK quinasa. Els STATs fosforilats formen homodimers o heterodimers 1
son aleshores capagos de translocar-se al nucli 1 unir-se als promotors de diversos
gens, entre ells el propi STAT, activant la seva transcripcid. Les seqiiéncies d’unid
dels STATs al promotor dels seus gens diana s’anomenen GAS en el cas dels
interferons. Per la resta de citoquines s han descrit unes seqiiéncies palindromiques

del tipus TTNNNNNAA que son similars a GAS.Fins a I’actualitat s’han descrit set
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proteines STAT en mamifers que s’han anomenat Statl, Stat2, Stat3, Stat4, Stat5a,
StatSb 1 Stat6.

Les proteines STAT tenen diversos dominis conservats que son critics per a la seva
doble funci6 de transductors del senyal 1 activadors de la transcripcid. Per una banda
un domini d’uni6 al ADN que es troba en tots els membres de la familia exceptuant
Stat2. Per una altre banda hi ha un domini SH2 i un residu tirosina conservat proper a
I’extrem carboxil. Els STAT so6n activats per les quinases JAK que els fosforilen en
aquest residu tirosina. Aixi, els homo/heterodimers entre STATSs es produeixen per
unions entre el residu tirosina fosforilat d’uni el domini SH2 de D’altre. Un cop
formats els dimers aquests es transloquen al nucli, on regulen la transcripcio de

diferents gens (figura 6).

Lligands
Statl IFN o/B, v, GH, EGF, PDGF
Stat2 IFN a/p
Stat3 IL-6, familia EGF, GH, G-CSF, IL-2, IL-10, IL-11, IL-

12, LIF, CNTF, PDGF, CSF-1

Stat4 IL-12

StatSa IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL-3, IL-5, GM-CSF, prolactin,
/b GH, eritropoietina

Stat6 114, 1L-13
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Figura 6. Esquema de la transduccio de senyal via STAT provocada per la unié
d’IFN al seu receptor. Aquesta unid provoca la dimeritzacio del receptor i
activaci6 de JAK. Aquesta tirosin quinasa fosforila al receptor, afavorint la unié
de STAT. Aquest és fosforilat per JAK, es dimeritza i es transloca al nucli. Un
cop al nucli s’uneix a seqiiencies especifiques en els promotors de diferents gens
regulant la seva transcripcio.
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L’activitat de les proteines STAT es veu regulada negativament per diversos
mecanismes (48). En primer lloc, la desfosforilacio del residu tirosina critic per la
activacié mitjangant una tirosin-fosfatasa porta a la inactivacio de STAT1. En segon
lloc, la via de degradacid de la ubiquitina-proteasoma també s’ha demostrat implicada
en la inactivacio de STATI1. Per ultim, s’han descrit dues families de factors
reguladors negatius de la via JAK/STAT. Per una banda la dels supressors de la
senyalitzaci6 per citoquines (SOCS)/ proteina d’uni6 a JAK (JAB)/ inhibidor de
STAT induit per STAT (SSI), que consta de vuit membres. Aquestes proteines
també tenen un domini SH2 i la seva expressio esta afavorida per la activacié mediada
per citoquines. Entre els membres de la familia, SOCS1 1 SOCS3 s’uneixen
directament al domini quinasa de JAK inhibint la seva activitat.

Per una altre banda, trobem la familia de proteines inhibidores de STAT1 activat
(PIAS), que esta formada per PIAS1 i PIAS3. PIAS3 interacciona amb STAT3
fosforilat, inhibint la seva activitat de uniéo a ADN. De la mateixa manera PIASI1
interfereix en la expressio genica induida per STATI.

Aixi, les proteines SOCS modulen la via JAK/STAT a nivell de JAK, mentre que les

proteines PIAS semblen regular la via a nivell de STAT.
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Immunopathologic correlations' Annals of Neurology 1997; 41: 100-104

Marinos C Dalakas, Isabel llla, Eduard Gallardo, Candido Juarez
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Article I "Inclusion Body Myositis and Paraproteinemia: Incidence and

Immunopathologic correlations' Annals of Neurology 1997; 41: 100-104

Hipotesi
La presencia d'infiltrats inflamatoris 1 augment de MHC de classe I a la MCI, com els
que s'observen a la PM, afavoreix, d'entre les diverses hipotesis patogeniques de la
MCI, una patogeénia autoimmune. Els malalts amb MCI i paraproteinémia podrien

aportar més informacid sobre possibles antigens diana del atac immunologic.

Resultats
Del 70 pacients amb MCI analitzats, 16 (22,8%) presentaven una gammapatia
monoclonal: IgGl en 9, IgGk en 4, IgMk en 2 i IgAl en un. La mitjana d’edat dels
malalts amb banda monoclonal era de 60.6 anys (35-77), en comparacié amb 66.1 (42-
80) en els altres 54 malalts amb MCI sense gammapatia. Clinica 1 histologicament no
hi havia diferéncies entre els pacients amb banda i1 sense paraproteinemia. Un 75%
d’individus d’ambdds grups presentaven diposits d’amiloide amb la tincié de vermell
Congo o cristall violeta. Dels 80 controls de les mateixes edats, un 2% presentava
gammapatia, resultat que esta d’acord amb estudis previs (49). La gammapatia era
benigna ja que les altres dues classes d’immunoglobulines eren presents 1 no
s’observaven signes de proteintria, malaltia limfoproliferativa, anémia o lesions
oOssies. La IgG biotinilada de 4 de 9 pacients analitzats (3 amb IgGl iun amb IgGk)

immunoreaccionava amb antigens nuclears sobre seccions congelades de muscul
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esqueletic tant homoleg com heterdleg. La IgG biotinilada de 4 de 10 pacients amb
MCI sense banda monoclonal i de 3 de 6 pacients controls amb neuropatia i
paraproteinémia també va reconeixer mionuclis.

Els sérums es van analitzar mitjancant técnica de Western-blot utilitzant extractes de
muscul esquelétic huma separat en diferents fraccions: membranes, citoplasma i
nuclear. Cinc de 9 pacients amb MCI i paraproteinemia ( 2 IgGk, 2 IgGl , 1 IgMKk) i
un de 6 malalts amb neuropatia i paraproteinémia van reaccionar amb varies proteines
d’entre 40 1 60 kda. A la fraccio citoplasmatica, 8/9 malalts amb MCI i1 banda
monoclonal, 2/10 MCI sense banda i 2/6 controls amb banda monoclonal van
recongixer antigens d’entre 30 i 60 kda.

Finalment, respecte a la fracci6 nuclear 7/9 malalts amb MCI 1 paraproteinémia
reconeixien bandes de 35-50 kda (3 pacients), 55-95 kda (2 pacients) i 145 kda (2
pacients). Cinc de 15 malalts amb MCI sense paraproteinémia i 1/6 controls amb
gammapatia van reconeixer antigens de 1’extracte nuclear. En conjunt, un 50% de
malalts amb MCI amb o sense banda monoclonal reconeixien nuclis per
immunohistoquimica. A més, un 77,7% de MCI amb paraproteinémia comparat amb
un 22,8% de malalts amb MCI sense banda monoclonal i un 16.6% de controls amb
paraproteinémia reconeixen antigens a membrana, citoplasma i nucli en extractes de
muscul esquelétic.

Només 2/11 malalts amb MCI i banda monoclonal presentaven titols >1:80 al
analitzar la preséncia d’ anticossos antinuclears tradicionals.

A més es van analitzar tots els sérums mitjancant immunoprecipitacié d'ARN per

veure si s'observava algun patrd concret. Del grup de malalts amb MCI i banda
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monoclonal un malalt va presentar un anti-ARNt, un era positiu per ribosomal, encara
que debil, i un tercer malalt presentava un Sm baix i U1/U2. Del grup control un

presentava un ribosomal, un altre un Ro debil 1 per Gltim un presentava un ARNL.

Discussio

En aquest treball varem estudiar la preséncia de possibles autoanticossos en el
sérum de malalts amb MCI i que presentaven una banda monoclonal. El treball es va
plantejar per la elevada freqiiéncia de gammapatia monoclonal en pacients amb MCI
(22,7%). Aquesta associacid no €s a I’atzar o relacionada amb I’edat dels malalts per
diverses raons: 1) la serie de malalts analitzats és gran, 2) I’edat dels malalts amb MCI
1 banda monoclonal era menor que la dels que no presentaven banda, 3) no hi havia
una altre causa associada per explicar-ho, 4) la incidéncia de paraproteinémia en
pacients sense neuropatia de la mateixa edat era del 2%, 5) en pacients de la mateixa
edat no s’observa una freqiiéncia de paraproteinémia tant aixecada (49), o en pacients
amb neuropaties on la incidéncia de gammapatia és del 10% (50). Tot i que el
significat patogeénic d’aquesta banda monoclonal no és clar, la seva elevada freqiiéncia
en els pacients amb MCI suggereix que hi ha una activacid cronica de cel-lules B, el
que a la vegada indicaria una patogénia autoimmune com s'ha suggerit en altres

malalties.
La gammapatia més comuna que varem trobar era de la cadena lleugera | , que
¢s el tipus més freqiient associat a amiloidosi per discrasia de cel-lules plasmatiques
(51, 52). No obstant, no varem veure signes de que la IgG fos amiloidegenica, ja que

no s’unia a diposits intracel-lulars d’amiloide. A més, la incidéncia d’amiloide
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observat a I’interior de fibres vacuolades en pacients amb MCI era igual en pacients
amb 1 sense banda monoclonal (12).

La unid de la IgG a nuclis del teixit muscular (mionuclis), observada fins i tot
en pacients amb MCI sense banda monoclonal, no era artefactual ja que es detectava
per immunohistoquimica amb la IgG purificada i no amb el serum total, que es pot
unir de forma inespecifica als mateixos nuclis o al voltant de les fibres musculars. A
més, mitjancant Western-Blot amb extractes nuclears, la uni6 era molt més freqiient
amb el serum de malalts amb MCI que amb el de controls de malalts amb neuropatia
associada a paraproteinémia. Només varem trobar anticossos anti-nuclears en 2/11
malalts amb MCI i gammapatia monoclonal. Aixo esta d’acord amb la observacio
reportada de que les paraproteinémies no tenen una incidéncia elevada
d’autoanticossos anti-nuclears o anti-DNA (53).

Les immunoglobulines dels pacients amb MCI reconeixien també antigens
citoplasmatics, aixo es deuria, probablement, a una separaci6 incomplerta de diverses
organel-les en les fraccions cel-lulars extretes, o a contaminacid de les citomembranes
contigiies amb continguts nuclears descarregats durant la desintegraci6 dels mionuclis.

No és del tot clar, si el reconeixement d’antigens nuclears per les
immunoglobulines monoclonals juga un paper en la patogénesi de la MCI, o si el
patr6 d'immunoreactivitat te relacié amb el procés immunopatologic restringit per
MHC de classe I i mitjangat per cel-lules T que s’observa en el muscul d’aquests
malalts (54, 55). En pacients amb MCI s’ha suggerit una implicacio primaria dels
nuclis, basant-se en la unié de sondes de cDNA als mionuclis (15). A més, en aquesta

malaltia sovint s’observen actmuls de tubulofilaments dins dels mionuclis que
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rebenten cap al citoplasma. Si la MCI comenga als mionuclis, com s’ha suggerit (15),
¢s possible que les proteines nuclears alliberades al citoplasma y la membrana puguin
servir com a autoantigens que units al MHC de classe I siguin presentats als limfocits
T CD8+.

Encara que l’associacio de la MCI amb una gammapatia monoclonal no
defineix un subgrup diferent clinicopatologicament, suggereix que en alguns malalts hi
ha una desregulacio del sistema immunologic que resulti en una activacio de cel-lules
B. Aquestes observacions recolzen la idea de que a la MCI, hi esta implicat un

component immunologic.
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Article II "Signal Transducer and Activator of Transcription 1 in
Human Muscle. Implications in Inflammatory Myopathies."

American Journal of Pathology 1997; 151: 81-88

Isabel llla, Eduard Gallardo, Ramon Gimeno, Carmen Serrano, Isidre

Ferrer, Candido Juarez
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Article Il ""Signal Transducer and Activator of Transcription 1 in Human Muscle.
Implications in Inflammatory Myopathies.” American Journal of Pathology 1997;

151: 81-88

Hipotesi
L'estudi de citoquines/factors de creixement "in situ" en teixits congelats ¢és dificil
perqué sén molecules solubles i1 de vida mitja curta. L'estudi de factors de transcripcid
intracel-lulars que son activats per citoquines/factors de creixement, com ara la familia
dels STAT, podria ser un bon metode per analitzar l'acci6 de possibles
citoquines/factors de creixement sobre el muscul esquelétic, evitant els handicaps

anteriorment indicats.

Resultats
Utilitzant un anticos monoclonal contra STAT1 varem observar un patré d'expressio
diferencial a les fibres musculars i als infiltrats inflamatoris mentre que utilitzant un
anticos control del mateix isotip era negatiu en els mateixos camps en talls seriats. En
totes les mostres de DM estudiades (10/10), es van observar fibres musculars
STATI1+. La tinci6 era sarcoplasmica, i es localitzava de forma predominant en fibres
petites perifasciculars. La tincié amb H&E en talls seriats va mostrar que la majoria
d'aquestes fibres eren pal-lides o presentaven rarefaccions en el sarcoplasma, com

correspon a fibres atrofiques o malmeses, mentre que algunes fibres regenerants,
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basofiliques amb nuclis grans, també eren positives per STATI. No s'observava
tincio dels mionuclis.

En canvi, la majoria de fibres de mostres de malalts amb PM, incloent les rodejades o
invadides per infiltrats inflamatoris foren STAT1 negatives. En 2/10 malalts amb PM,
STATI1 només es va detectar en algunes fibres necrotiques, confirmat per la tincid
amb H&E. En els musculs control no es van observar fibres STAT1+. En pacients
amb distrofies, tant les fibres d'aspecte normal, com les hipertrofiques o regenerants
eren STAT1-. Només algunes fibres aillades, totes elles necrotiques segons la H&E,
es varen tenyir débilment en 2/10 biopsies (1 malalt amb distrofia de Duchenne 1 1
amb distrofia facio-escapulo-humeral). En ambddés casos hi havia infiltrats
inflamatoris. En pacients amb malalties neurdgenes, tant les fibres d'aspecte normal
com les angulades eren STATI1-(10/10). Les fibres musculars de 7 mostres de
musculs isquémics, estudiades perque es creu que la isquémia juga un paper
important en l'atrofia perifascicular de la DM, eren totes STATI- (2, 3, 56).

La majoria de cél-lules dels infiltrats inflamatoris eren STAT1+, no només en
les biopsies de PM i DM sin6 també en les de malalts amb distrofies musculars.
Mitjangant immunofluorescéncia doble es va detectar expressié de STAT1 a cél-lules
T CD8 + i CD4+ i macrofags. No hi havia diferéncies en el percentatge de cel-lules
STATI + que es trobaven rodejant o infiltrant fibres musculars 1 les localitzades en el
perimisi o al voltant dels vasos.

En cultiu, tant els miotubs humans com la linia TE671 mostraven una deébil
expressio de STATI al citoplasma mentre que els controls d'isotip eren negatius. La

estimulacié amb IFN- g durant 90 minuts va provocar la entrada de STAT1 als
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mionuclis. A les 24 hores el citoplasma es marcava positivament. Aquest augment
d'expressio de STATI es va mantenir durant 6 dies. Per altre banda no es va observar
un increment d' expressié de STATI1 en cultius no tractats o estimulats amb EGF,
PDGF or IL-2.

Quan es van realitzar immunoblots de cultius musculars es va detectar una
banda de 91kD constitutiva corresponent a STAT1 en totes les mostres. Després de
24 hores d'estimulacié amb diferents citoquines, es va observar un clar increment de
la banda corresponent a STAT1 al carril corresponent al cultiu estimulat amb IFN-g
huma recombinant, mentre que els cultius no estimulats o estimulats amb EGF,
PDGEF i IL-2 mantenien nivells basals de STATI.

Per confirmar els resultats de la immunohistoquimica, i corroborar que els
anticossos anti-STAT1 utilitzats no reaccionaven de forma creuada amb altres
proteines, varem analitzar els nivells de ARNm tant en muscul en cultiu com en la
linia TE671, després del tractament amb IFN-g EGF, PDGF or IL-2 i sense estimular
mitjancant RT-PCR semiquantitativa. Es van obtenir dues bandes de 240 pb
corresponent a STAT1 i de 218 corresponent a la tirosin quinasa d'Abelson. En
céel-lules no estimulades, la relacid entre les dues bandes era 1:1 a 20 1 25 cicles de
PCR, mentre que les cellules tractades amb IFN-g predominava la banda
corresponent a STAT1 a 20 1 25 cicles (fase exponencial de la reacci6), indicant que el
IFN-gera capag d'augmentar els nivells d¢ ARNm de STATI en c¢l-lules musculars,

coincidint amb el resultats obtinguts per immunohistoquimica i Western Blot .
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Discussio

En aquest segon treball assenyalem una nova aproximacio per a I’estudi de citoquines
implicades en la patogenia de les MI, perd no de forma directe sind analitzant les
proteines STAT que s’encarreguen de transduir el senyal des de el receptor de la
citoquina a la membrana cap el nucli de la c¢l-lula. Ens hem focalitzat en I’estudi del
paper de IFNGg/'STATI en la PM i la DM. Aquest ¢s el primer estudi on s’analitza el
patrd d’expressio de STAT1 en bidpsies musculars de pacients amb PM i DM, aixi com
I’activacié de STATI en cultius primaris de muscul esquelétic huma. Estudis realitzats
en altres teixits han mostrat que STATI presenta un augment de la seva expressio
després de la estimulacié amb IFN-g Aixo el converteix en un bon un marcador per
analitzar D’efecte d’aquesta citoquina en les cellules diana (57). Ultilitzant
immunohistoquimica,Western blot i RT-PCR semiquantitativa, hem pogut demostrar
diferents patrons d’augment d’expressio de STATI1. In vivo, s’observa un augment
d’expressi6 de STAT1 en les fibres musculars atrofiques perifasciculars en la DM,
mentre que la majoria de fibres, incloent les invadides per limfocits T CD8+ i macrofags
eren STATI1- en els malalts amb PM 1 en els controls. /n vitro, només IFN-g1i cap de les
altres citoquines analitzades, va estimular de forma selectiva la transcripcié de STATI
tant en miotubs humans com en la linea cel.lular de rabdomiosarcoma TE671.

La tinci6 positiva per STAT1 obtinguda a les fibres atrofiques perifasciculars a la DM
indica que aquesta via de transduccié de senyal €s activada per molécules especifiques a
nivell de sarcolema de les fibres musculars. D’acord amb els nostres resultats, les
citoquines alliberades per les cel-lules de I’infiltrat inflamatori 1 no factors com la isquémia

o la regeneracié muscular son, probablement, les responsables de I’inici de la resposta. De
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fet, varem observar translocacio al nucli tant en miotubs com en la linia cel-lular TE671
després de 90 minuts d’estimular els cultius amb IFN-g, seguit d’un marcat increment en
la quantitat de STAT1 al citoplasma a les 24 hores que es va mantenir després d’una sola
estimulaci6 al llarg dels sis dies de I’estudi. L’increment sostingut es va observar emprant
técniques d’immunohistoquimica, Western blot o RT-PCR. El fet de que I' estimulacio
amb EGF 1 PDGF, que també activen STATI en altres sistemes, no activi STAT1 ni en
els miotubs ni en la linia TE671, refor¢a que IFN-g tingui un paper important en
I’activaci6 del sistema a nivell de muscul esquelétic (58, 59) Aquesta falta d’activacid
podria explicar-se per una abséncia de receptors especifics en muscul esquelétic o d’una
incapacitat d’aquests ultims per activar la senyalitzacié via STAT1. Els models murins
de knockoutde STAT]1 han clarificat la correlacié tant important entre IFNs i STAT1
(60, 61). Encara que STAT]1 és activat en moltes cél.lules per diferents citoquines (62,
63), els ratolins knockout indiquen que STAT]1 és indispensable per a la via d’IFN, pero
potser menys important per altres sistemes de senyalitzacio in vivo.

Classicament s’ha considerat que 1’atrofia muscular i degeneracidé a la periféria dels
fascicles a la DM era deguda a un deplecid de la microvasculatura (2, 3, 56). De fet els
estudis immunohistoquimics demostren diposits d’immunocomplexes i de complex d'atac
a membrana C5b-9 del complement a nivell de capil-lars endomisials. Com a conseqiiéncia
d'aixo es produeix una reduccié marcada del nombre de capil-lars que podria afectar la
perfusid de sang provocant un fenomen d'isquémia. Per tant, varem estudiar la isquémia
com un possible factor activador de STAT] en les fibres musculars. Contrariament al que
varem observar en les fibres perifasciculars a la DM, cap dels set musculs isquémics

estudiats va mostrar expressid6 de STAT1, suggerint que altres factors, junt amb la
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isquémia estan implicats. Per altre banda aquest resultat fa pensar que la atrofia
perifascicular que s’observa a la DM ha de estar causada per altres factors diferents a la
isquémia. Per una banda la organitzaci6 de la vasculatura del muscul esquelétic, tal i com
s’indica a la introducci6, té una distribucio6 del exterior cap a I’interior del muscul, amb la
qual cosa un fenomen purament isquémic afectaria en primer lloc la regié més interna o
endomisi. Per altre banda, tot i que els mecanismes efectors humorals predominen en el
procés immunopatologic, una de les caracteristiques de la DM ¢és la presencia
d’inflamacio, principalment perimisial 1 perivascular. Aquests infiltrats son
predominantment de cel-lules T CD8+ i macrofags . Els nostres resultats recolzen la
hipotesi de que aquestes cel-lules podrien jugar un paper iniciant 1’activacié de STAT1 a
les fibres perifasciculars mitjangant la secrecio local de citoquines com ara IFN- g

La observaci6 de que cap de les fibres hipertrofiques, atrofiques o regenerants de les
biopsies control expressin STATI indica que la expressio augmentada d’aquesta molecula
no esta relacionada amb desenvolupament, maduracio6 o regeneracié muscular. Les fibres
musculars perifasciculars a les biopsies de pacients amb DM sén molt actives en
I’expressi6 de molecules, com ara la d’adhesio6 de cél-lules neurals (N-CAM) i d’altres
(64), que son activades per aquests processos. En el nostre estudi, a més de les fibres
musculars de pacients amb DM, algunes fibres degenerants en 2/10 biopsies de malalts
amb PM i 2/10 malalts amb distrofia muscular van presentar un cert marcatge. Encara que
no sabem el significat funcional d'aquest increment de STAT1, és possible que aquesta
expressio augmentada contribueixi a la degeneracio de les fibres musculars.

STATI1 no esta, aparentment, activat en les fibres musculars de pacients amb PM.

Aquesta interessant troballa suggereix que els mediadors de la inflamacié ala DM iala
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PM son diferents. Els infiltrats de cel-lules mononuclears activades, que son clarament
més importants a la PM que a la DM, expressen alts nivells de STATI. Seria d'esperar
que moltes de les cel-lules T CD4+ 1 CD8+ segreguessin IFN-g, que a la vegada activaria
STAT]1 ales fibres musculars. No obstant, les cél-lules T activades 1 els monocits també
segreguen altres citoquines que podrien iniciar vies de senyalitzacid addicionals que
interferirien amb l'activacié de STAT1 (65, 66). Diversos estudis han mostrat un augment
d'expressio de citoquines com IL-4, TGF-b1, GM-CSF, TNF-a or INF-g o el seu
ARNm, tant a biopsies de PM com DM, encara que no es va demostrar un perfil clar
d'expressio (43, 47). Per tant, I'abséncia d'activaci6 de STAT1 a la PM, tot i els
abundants infiltrats mononuclears, podria explicar-se per l'alliberament de citoquines
particular d'aquesta patologia.

Mitjancant l'estudi dels efectors, com ara STATI1, dels senyals iniciats a nivell de
membrana per l'accid de citoquines, hem estat capacos de mostrar una expressio
diferencial a la DM aixi com l'activacio especifica de STAT1 per IFN-g in vitro en cultius
primaris de muscul huma. L'analisi de I' expressio dels diferents membres de la familia
STAT utilitzant aquesta aproximacido podria ser de gran ajuda per identificar els
processos immunologics, mediats per citoquines, implicats en les miopaties inflamatories.
A la vegada contribuiria a aclarir si la induccio de gens especifics per aquests factors de

transcripcio contribueix a la destruccio secundaria de les fibres musculars.
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Article 111 "Cathepsins Are Upregulated by IFN-y/STATI in Human Muscle
Culture: A Possible Active Factor in Dermatomyositis' Journal of

Neuropathology and Experimental Neurology 2001; 60: 847-855

Eduard Gallardo, Irene de Andrés, Isabel Illa
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Article III ""Cathepsins Are Upregulated by IFN-y/STATI in Human Muscle Culture: A

Possible Active Factor in Dermatomyositis"' Journal of Neuropathology and Experimental

Neurology 2001; 60: 847-855

Els resultats obtinguts en el treball anterior, és a dir, un augment d'expressio de STAT1 en
les fibres perifasciculars de malalts amb DM, ens va plantejar 1'estudi dels possibles gens
que, activats per IFN-g estarien implicats en la patogénia de la atrofia de les fibres

musculars a la DM.

Resultats
En muscul huma en cultiu es van analitzar els ARNm i les proteines abans i després del
tractament amb IFN-ga les 24 1 48 hores. Aquest gens i els seus productes proteics es
varen agrupar en les categories que descrivim a continuacio.

Gens implicats en dany a les fibres

Després de 24 hores d'estimulacié amb IFN-g, els nivells de ARNm de les catepsines L i B
van augmentar. Donat que STAT1 també¢ es trobava incrementat varem realitzar una RT-
PCR incloent una tercera parella de primers per b-actina, que no es activada per STATI,
com a control intern iels seus nivells dARNm es van mantenir igual després de la
estimulaci6 com era d'esperar. E1 Western blot va mostrar un increment de catepsines L i B
a les 48 hores pero no a les 24 hores. Els nivells de ARNm i proteina corresponents a la m

calpaina no es varen modificar amb el tractament amb IFN-g

52



RESUM DE RESULTATS I DISCUSSIO

Proteines implicades en regeneracié muscular

Els canvis que impliquen destrucci6 del muscul sovint s’acompanyen d’intents de
regeneracio (64, 67-69). Per aquesta rad, hem estudiat marcadors de regeneracid i de
diferenciaci6 miogénica. Varem observar un lleuger increment de ARNm de MyoD,
comprovat per Western blot després de 48 hores. Els nivells de ARNm de N-CAM i
AchR no varen variar després de 24 de tractament amb IFN -g.

Proteines estructurals

No es va detectar un increment d’expressio de ARNm ni de desmina, ni b-actina o
utrofina a les 24 0 48 hores de la estimulacié amb IFN-g

Proteines impicades en apoptosi i cicle cel.lular

La proteina Fas (CD95/APO-1) trandueix senyals cap el nucli que marquen 1’inici del
procés d’apoptosi i s’ha demostrat que la seva expressio es veu incrementada per 1’accio
d’TFN-gen altres sistemes cel-lulars (70, 71). No obstant, els nostres resultats de PCR i
Western blot mostraven que no hi havia canvis en I’expressio de Fas. A més, es va detectar
un lleuger augment d’expressio de Belx-1, molecula que protegeix d’apoptosi i que s’activa
via STATI, tant a nivell d¢ ARNm com de proteina (72).

La P21 és una proteina que atura el cicle cel-lular inhibint les quinases dependents de
ciclines. S’ha vist que I’ expressid d’aquesta proteina augmenta per acci6 d' IFN-g via

STATI (73). La RT-PCR semiquantitativa va mostrar un increment del ARNm de P21.

Controls de ’accio d’IFN -g
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IFN-gindueix I’expressio de MHC-I en cultius de muscul huma (56, 74, 75). Com
era d’esperar, els nivells de ARNm de la b,-microglobulina augmentaren a les 24 hores
d’estimulacio amb IFN-g Aquest resultat es va confirmar per immunohistoquimica.

També es va estudiar STAT3, un altre membre de la familia de transductors de
senyal 1 activadors de la transcripcid dels seus gens diana, que no és activat per IFN-g La
RT-PCR va demostrar que la seva expressio no augmentava després de 24 hores. Aquesta
dada es va confirmar per Western blot a les 48 hores. Aquests resultats corroboren que

I’acci6 d’TFN-gés especifica de STATT a teixit muscular.

Expressio d’IFN-gper muscul en cultiu després de 1’estimulacid amb IFN-gexogen

Els resultats de RT-PCR demostraren que el mascul huma en cultiu no expressa IFN-g
autoleg ni de forma constitutiva ni després de la estimulacié amb IFN-gexogen. Com a
control positiu d'expressio de IFN-g, es varen utilitzar cel-lules Jurkat estimulades amb

PHA 1 PMA.

Immunohistoquimica de muscul huma en cultiu

La immunohistoquimica en cultius de muscul mostrava un augment d'expressi6 de
STAT]I, catepsines B i L i MHC-I (75) després de 24 hores d'estimulacié amb [FN-g,
mentre que els nivells de calpaina es mantenien basals. El patré de la tinci6 era
citoplasmatic i continu a excepcid de la catepsina B que mostrava un patr6 granular. Els
resultats de la immunohistoquimica es correlacionaven amb els obtinguts mitjancant RT-

PCR 1 Western blot.

Inhibicid de la senvalitzacid via STAT1 induida per fludarabina
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Després de 31 cicles de RT-PCR I'augment d'expressio de catepsina L activada
per IFN-ges va reduir al tractar les cel-lules amb fludarabina durant 24 hores abans de la
estimulacio amb IFN-g Un tractament perllongat 24 hores més després de la estimulacio
amb IFN-gva donar el mateix resultat. La fludarabina també¢ bloquejava la expressio de

MHC-I a miotubs estimulats amb IFN-g.

Immunohistoquimica en biopsies musculars humanes

Els estudis immunohistoquimics en seccions congelades de biopsies musculars de
malalts amb DM mostraven que totes les fibres atrofiques perifasciculars es tenyien
intensament per catepsines B 1L, STAT] 1 calpaina. Aquests resultats confirmen un estudi
previ (76) en que es reportava un augment d'expressio de catepsines B, H 1 L, aixi com
calpaina a la DM. En canvi, a les biopsies de pacients amb PM els infiltrats inflamatoris
eren positius per STAT1 pero no per catepsina L. Cap dels controls fou positiu ni per
STATTI ni per catepsines B o L. El MHC-I estava augmentat a les fibres perifasciculars a

la DM.

Discussio

En el tercer treball, en el que s'aprofundeix en les troballes del segon estudi,
s’analitzen diferents gens/proteines que es coneix que son activats per IFN-g en altres
sistemes (cel-lules, teixits), i que poden estar implicats en la atrofia de les fibres musculars.

En molts casos, pero, encara no es coneix si l'activacio per part de I' IFN-gés via STATI.
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Varem estudiar cultius primaris de miscul huma i seccions congelades de biopsies
de pacients amb miopaties inflamatories i controls. Es va observar un augment d'expressio
de proteases lisosomals com ara catepsines L 1 B, perd no de gens implicats en apoptosi,
regeneracié o proteines estructurals. Els experiments utilitzant fludarabina mostraren una
reducci6 de la expressio de STAT] i cat L induida per IFN-g Aquests resultats indiquen
que IFN-g/STATI juguen un paper important en l'increment d'expressié d'alguns enzims
proteolitics in vitro, i que l'expressio de catepsines en les fibres musculars perifasciculars
observada en la DM forma part d'un procés actiu iniciat per IFN-g/STAT].

La troballa de que STATTI esta molt expressat a les fibres musculars perifasciculars a la
DM i el fet de que IFN-gés capag d’activar STATTI en cultius de muscul huma (77), va
obrir un nou camp de recerca en 1’estudi d’aquest aspecte de la immunopatologia de la DM.

Varem estudiar algunes proteases endogenes com a possibles responsables de I’atrofia
perifascicular. Varem trobar un augment de ARNm de catepsines perd no de calpaina en els
cultius primaris de muscul huma estimulats amb IFN-g. Els estudis immunohistoquimics
mostraren un augment d’expressio de catepsines B 1 L i de calpaina principalment en les
fibres atrofiques perifasciculars a la DM pero no en altres MI, com ja s’havia descrit
anteriorment (76). Els nostres resultats en cultiu de mscul huma estan d’acord amb altres
que mostren un augment d’expressio de catepsines B i L per IFN-gen altres sistemes
cel-lulars (78). Per altre banda, en els nostres cultius de muscul huma, I’expressio de
calpaina, que pertany a la familia de proteases extralisosomals dependents de Ca **, no es
veia afectada per IFN-g, suggerint que altres citoquines alliberades al medi o un fenomen

d’isquémia de baix grau podrien donar lloc a la sobrexpressio d’aquesta proteasa.
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La expressi6 de I’antigen Fas no es veia afectada pel tractament amb IFN-g utilitzant RT-
PCR 1 W-B. Altres autors han observat una sobrexpressio de Fas després de I’accio d’IFN-
gen queratinocits transformats amb SV40 i en cel-lules de moll d'os CD34+ (70, 71). Per
una altre banda, si varem observar un augment d’expressié de ARNm de Bcl-x(I) ARNm,
que és un protector d’apoptosi del qual es coneix que incrementa la seva expressio per accio
d’ IFN-gvia STAT]1 (72). En els infiltrats inflamatoris de biopsies musculars de malalts
amb MI s’ha observat una sobrexpressio de Bel-x(1) (79) 1 també s’ha vist que a la DM, les
escasses fibres musculars 1 cel-lules inflamatories que expressen Fas es troben protegides
per la proteina anti-apoptotica Bcl-2, que pertany a la mateixa familia que Bcl-x(1) (80). En
la mateixa linia de resultats, s’ha observat que tant les fibres musculars com les c¢l-lules
infiltrants en biopsies de MI expressen FLIP (Fas-associated death domain-like IL-1-
converting enzyme-inhibitory protein), que ¢és una molecula de proteccio d’apoptosi (81).
A més, també s ha descrit I’abseéncia de caracteristiques d’apoptosi tant en els infiltrats
inflamatoris con en les fibres musculars de pacients amb MI (82). En resum, els nostres
resultats in vitro juntament amb els estudis realitzats per altres autors que hem mencionat
anteriorment, semblen descartar la implicaci6 d’un procés d’apoptosi en la
immunopatogenesi de les MI.

Es conegut que els antigens MHC de classe I estan expressats de forma constitutiva
a baixos nivells en mioblastes en cultiu 1 miotubs 1 que la seva expressio augmenta després
d’una estimulacio amb IFN-g (56). Nosaltres també hem detectat un augment d'expressio
de MHC-I en miotubs humans en cultiu després de 48h d’estimulacié amb IFN-g Varem
observar una expressio basal de b,-microglobulina i un augment d’expressio del seu ARNm

després de 24h d’estimulacié amb IFN-g, fet que coincideix amb els treballs que acabem
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d’esmentar. Per altre banda, també varem observar un augment d’expressié de MHCI a les
fibres musculars perifasciculars en les biopsies musculars de malalts amb DM, com ja s’ha
descrit préviament (83). Aixi doncs, d’acord amb els nostres resultats, a la DM la
sobrexpressio de STATI a les fibres musculars perifasciculars reflecteix el senyal
d’activacio de I’expressio de MHCI provocat per ’accid de citoquines (principalment IFN-
g) alliberades pels infiltrats inflamatoris.

Les cél-lules musculars tenen la capacitat de segregar algunes citoquines com ara la
IL-6 (84). Aquest fenomen de producci6 autocrina per part de cel-lules no pertanyents al
sistema immune també s’ha descrit en el cas de neurones sensitives de ganglis de 1’arrel
dorsal de fetus de rata (85). No obstant en el nostre sistema, la estimulacié amb IFN-gno
fou capag d’activar la produccié autocrina de més IFN-g per part de les cél-lules musculars
en cultiu. Aixo fa pensar que I’'IFN-g que actua sobre les fibres musculars en la DM es
produit per els infiltrat inflamatoris perimisials presents en el muscul, i no pas com una
produccio autocrina del propi muscul. Una altre possible explicacido per al’expressio
augmentada de STATI en el muscul podria ser que la produccié d’IFN-gtingués lloc a
altres llocs distants de la periféria del fascicle com a part d’una disfuncio6 sistémica, i que
arribés al muscul pel torrent sanguini. Per altre banda, I’activaci6 sostinguda de STAT1
després de que I’[FN-gja ha estat degradat, podria explicar I’abséncia d’infiltrats en alguns
casos. De fet, en un estudi realitzat amb malalts amb DM 1 PM als que es va realitzar dues
biopsies consecutives, abans del tractament i després de dos dies de completar tres tandes
d’ IVIgs, van observar que 1’expressié de STAT1 a la segona biopsia persistia (86).Un
fenomen d’isqueémia per ell mateix no sembla suficient per activar ’expressio de STATI a

jutjar pels resultats del treball anterior(77). Els nostres resultats suggereixen que ’atrofia
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perifascicular observada en les bidpsies musculars de pacients amb DM és multifactorial 1
inclou I'IFN-g, entre altres factors com I' activacio de calpaina o potser la isquémia de forma
indirecte.

Els experiments utilitzant fludarabina, un bloquejant de STAT], varen confirmar que la via
de senyalitzaci6 utilitzada per IFN-gera I’activacié de STAT1. La fludarabina interfereix
amb la fosforilacio de STAT1 impedint no només la seva translocacio al nucli sind que
també, i com a conseqiiéncia 1’activacio de la transcripci6 dels seus gens diana, essent el
mateix STAT1 un d’ells. Aquesta observacio podria tenir implicacions terapeéutiques donat
que un bloqueig parcial de les proteases com ara la catepsina L a nivells de les fibres
perifascicular podria resultar beneficids en malalts amb DM resistents a altres tractaments .
En resum, aquest estudi indica que 1’activacio de proteases lisosomals (catepsines B

1 L) es dona via IFN-g/STAT1 en muscul huma i és un factor que contribueix al dany
secundari de les fibres musculars perifasciculars en malalts amb DM.

En una comunicacio presentada a la 53 reuni6 de la American Academy of Neurology
(Philadelphia, Abril 2001), els autors feien una analisi d’expressio geénica en els musculs de
malalts amb DM juvenil, distrofia muscular de Duchenne 1 controls utilitzant tecnologia de
microarrays d’ADN (87). La tecnica de microarrays d’ADN s’utilitza per fer una analisi de
I’expressio de milers de gens (ADN complementaris) a la vegada permetent comparar dues
mostres diferents (malalt 1 control, pre 1 post-tractament...) de forma relativament rapida.
Aquesta tecnologia s’ha desenvolupat molt recentment. Els resultats que varen obtenir
recolzen els obtinguts al nostre laboratori. De 58 gens expressats de forma especifica a la
DM juvenil, 32 estaven relacionats amb una resposta immunologica, i d’aquests, al menys

10 eren gens induibles per IFN-g
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Article IV "' Inflammation in Dysferlin Myopathy: An Immunohistochemical
Characterization of 13 Patients' Neurology 2001; 57: 2136-2138.

Eduard Gallardo, Ricardo Rojas-Garcia, Noemi de Luna, Adolf Pou, Robert H
Brown, Isabel Illa
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Article IV "' Inflammation in Dysferlin Myopathy: An Immunohistochemical
Characterization of 13 Patients" Neurology 2001; 57: 2136-2138.
Hipotesi
Donat que l'estudi de marcadors immunologics és de gran ajut per diagnosticar i
entendre millor la patogenia de les miopaties inflamatories, en aquest treball varem
estudiar aquests mateixos marcadors per aprofundir en els mecanismes patogenics de

la inflamaci6 a les disferlinopaties.

Resultats

Es van detectar infiltrats inflamatoris en 9/13 (69%) pacients (3 MM, 1 DACM i 5 LGMD
casos esporadics). Es trobaven bé¢ aillats o en grups al voltant de fibres necrotiques. Quatre
de nou malalts amb inflamaci6 mostraven també¢ infiltrats perivasculars, mentre que quatre
malalts no presentaven inflamacio. La caracteritzacidé immunohistoquimica dels infiltrats
endomisials mostrava limfocits CD8+, CD4+ i macrofags. Aquestes cel-lules es trobaven
invadint només fibres degenerants. En cap malalt es van detectar limfocits B CD20+. El
MHC-I s'expressava en capil-lars i en fibres degenerants/regenerants, pero era negatiu en el
sarcolema de fibres d'aparenga normal. Les fibres no necrotiques no presentaven infiltrats en
cap dels 13 malalts estudiats. Els infiltrats al voltant dels vasos estaven formats de limfocits
CD8+ i macrofags pero no limfocits B CD20+.

El comptatge de cél-lules que formaven part d'agrupaments va mostrar una mitja de 141 +74
cellules a la PM 1 88.6+48 en les disferlinopaties. Les cellules predominants a les

disferlinopaties foren CD4+ i MAE encara que més del 90% de cél-lules CD4+ corresponien
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a macrofags, com s'observava en immunofluoresceéncia amb doble marcatge. Els limfocits
CD8&+ representaven un 11.6+6.6% en comparacio amb el 46.5+10.3% observat en pacients
amb PM.

Cinc dels pacients d'aquesta scrie havien estat diagnosticats préviament de miopatia
inflamatoria 1 varen ser referits a la nostre hospital per a una segona opini6. El diagnostic es
va realitzar basant-se en la preséncia d'inflamaci6 a la biopsia muscular. Tres malalts eren
casos esporadics de debilitat proximal a cames i1 dos presentaven debilitat proximal i distal a
cames. Els nivells de CK eren més de 10 vegades els normals en els 5 casos. La biopsia
muscular mostrava necrosi de les fibres i infiltrats inflamatoris endomisials, perivasculars o
ambdos en els cinc casos. No s'objectivava variabilitat en el tamany de les fibres, augment de
teixit connectiu o fibres partides en el moment de l'estudi. Tots ells foren tractats amb
glucocorticoids durant periodes de temps variables, sense efecte beneficios en la terapia a

llarg termini, tot i que els malalts referien una millora al principi del tractament.

Discussig
En el quart treball reportem la caracteritzacio de la inflamaci6 que s’observa en malalts amb
disferlinopaties. La descripcié del gen responsable d’aquesta patologia és recent, i
s’anomenat disferlina per la seva alta homologia amb el gen fer-1 del nematode
Caenorhabditis elegans (32). Les disferlinopaties es poden presentar en diversos fenotips:
distrofia de cintures tipus 2B, miopatia distal de Miyoshi i la miopatia distal d’inici en el
compartiment anterior (34). Com mostrem en aquest darrer treball en alguns casos de
disferlinopatia, la biopsia muscular presenta uns infiltrats inflamatoris que poden portar al
diagnostic erroni de polimiositis. D’aqui la importancia de fer I’estudi immunohistoquimic

de marcadors d’inflamaci6 en aquests casos.
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Varem trobar que la inflamaci6 és una troballa comt1 en les disferlinopaties, present en un
69% de pacients en la nostra série. Els macrofags eren les cellules inflamatories
predominants i es trobaven invaint només fibres degenerants mentre que més del 11% eren
cel'lules T CD8+. No varem trobar expressio anormal de I’antigen MHC-I en fibres
musculars d’aspecte normal. Aquestes dades suggereixen que els infiltrats cel-lulars no son
deguts a un mecanisme immunologic, tot i que 1’origeniel paper d’aquestes cellules
inflamatories en les disferlinopaties no son clars encara.

La natura dels infiltrats és diferent de la que s’observa en malalts amb PM, on la principal
subpoblacio de cel.lules T son CD8+ i la expressié d’antigen MHCI s’observa en fibres
musculars necrotiques i no necrotiques. De fet, I’abséncia de MHC-I podria considerar-se
una pista important a ’hora de descartar un procés immuno-mediat. Recentment s ha
descrit un model de ratoli transgénic per MHC-I sota el control d’un promotor de la creatin
quinasa especific de miscul, que va desenvolupar una malatia molt similar a una miopatia
inflamatoria (81), donant suport a la hipotesi de que un augment d’expressié de MHC-I és
un factor clau per a la immunopatogénesi de les MI.

La inflamaci6 observada en el muscul dels nostres malalts amb disferlinopaties son similars
a les observades en altres distrofies musculars. No obstant, un petit nombre de fibres no
necrotiques invaides per cél-lules T es van detectar a la distrofia muscular de Duchenne (30,
31), troballa que no s’observa en els malalts amb disferlinopaties. A la distrofia facio-
escapulo-humeral el nombre de cél'lules CD4+>CD8+ i les cellules B eren les més
abundants en els espais perivasculars, suggerint que, en aquesta distrofia muscular es podria
donar una resposta immunologica de cel-lules T contra el teixit connectiu, antigens dels

capil-lars o proteines alterades de la fibra muscular (30). Es de destacar que quatre dels
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nostres malalts amb deficit de disferlina també presentaven infiltrats perivasculars, que
consistien de macrofags i cél-lules T CD8+ pero no cel-lules B. Totes aquestes troballes
indiquen que algunes distrofies musculars pero no altres presenten inflamacid, no només
endomisial sind també perivascular. Els models animals ajudaran a esbrinar el paper
d’aquesta inflamacid, en particular el ratoli SJL, que de forma natural té una mutaci6 al gen
de la disferlina, en el cas de les disferlinopaties (38). Com ja hem comentat a Iarticle II, al
estudiar la expressio de STATI1 tant a MI com a la FSH, varem observar que tant en
aquesta darrera com a la PM, STAT1 només s’expressava als infiltrats inflamatoris. A la
DM com ja hem vist la seva expressio també es troba a les fibres atrofiques perifasciculars.
Al analitzar I’expressio de STAT] a les disferlinopaties presentava un patr6 identic al de la
FSH o la PM (dades no publicades). Aquest fet junt amb la abséncia d’expressio de MHC
de classe I a les disferlinopaties descartaria un fenomen immunologic com a base de la seva
patogenia.

La inflamacio no esta relacionada amb fenotips especifics de disferlinopatia ja que en
varem trobar en pacients amb MM, LGMD2B i DACM. A més, no varem poder trobar
cap correlacio amb el genotip donat que a la mateixa familia amb mutaci6 coneguda, es van
detectar pacients amb i sense inflamaci6. Considerem una dada clinica rellevant del nostre
estudi, el fet de que un nombre significatiu de pacients foren diagnosticats préviament de
PM degut a la debilitat proximal i I’abséncia de caracteristiques de distrofia muscular i la

preséncia d’inflamacio a les biopsies musculars
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Article 1

1- La presencia de banda monoclonal a la miopatia per cossos d'inclusio
(MCI) és més freqlient que en altres malalts d'edat similar o en pacients amb
neuropatia.

2- A la MCI amb presencia de banda monoclonal, els anticossos podrien
estar dirigits contra diversos antigens de la fibra muscular, principalment dels
mionuclis.

3- Encara que 1'associacio de MCle amb una gammapatia monoclonal no
defineix un subgrup clinico-patologic, suggereix que en alguns malalts hi ha una
desregulaci6 immunologica que resulta en l'activacié de cel-lules B i, com en altres
malalties, aquesta associacid afavoreix la hipotesi de la participacié d’un

component immunologic en la patogenia de la MCI.

Article IT

4- L'activaci6 de STATI1 per part d'IFN-g ¢és funcional en cultius de
muscul essent doncs un bon sistema per 1'estudi in vitro dels efectes especifics de
les citoquines en el muscul esquelétic.

5- L'TFN-gi no altres citoquines i factors de creixement analitzats (PDGF,
EGF, IL-2) activa STAT1 en el muscul esquelétic i per tant sembla ser un factor

implicat en la atrofia perifascicular a la DM.
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6- STAT1 no es troba activat a les fibres musculars de malalts amb PM.
Aquesta troballa suggereix que els mediadors de la inflamaci6 a la PM 1 la DM s6n
diferents. Per tant, 1'estudi de la resta de membres de la familia de factors de
transcripci6 STAT, pot ésser d'utilitat per coneixer millor els processos
immunologics mediats per citoquines, en les diferents MI, aixi com en altres

malalties amb un component inflamatori.

Article 111

7- L'augment d'expressio de Bcel-x(1) 1 I'abséncia de canvis en els nivells de
Fas després de l'estimulacio amb IFN-g descarten el fenomen d” apoptosi en la
immunopatogeénesi de les MI, com ja ha estat suggerit per altres autors.

8- L'activacio de proteases lisosomals (catepsines B i L) es dona via IFN-g
/STATI en muscul esquelétic huma i 'assenyala com un factor implicat en el dany
secundari de les fibres musculars perifasciculars en els pacients amb DM.

9- Els nostres resultats suggereixen que 1’atrofia perifascicular observada a
les biopsies musculars de malalts amb DM és multifactorial i inclou entre d'altres
factors I'lFN-gde forma prominent.

10- El bloqueig de I’activacio de STAT]1 via IFN-gamb fludarabina pot tenir
implicacions terapeutiques donat que un bloqueig parcial de proteases, com la
catepsina L a les fibres musculars perifasciculars podria resultar beneficiés en

malalts amb DM resistents al tractament.
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Article IV

11- La preséncia d’infiltrats a la biopsia muscular de les disferlinopaties €s

freqiient i no es correlaciona amb el genotip o el fenotip de la malaltia.

12- L’absencia d’expressié augmentada d’antigen MHC-I a les biopsies de
pacients amb disferlinopatia, a excepcié de fibres regenerants o invaides per
macrofags, descarta que la inflamacio6 jugui un paper immunopatogenic.

13- En pacients joves amb debilitat de cintures esporadica, la preséncia de
nivells de CK molt aixecats, fibres necrotiques i/o infiltrats endomisials i/o
perivasculars a la biopsia muscular, s’ha de considerar un diagnostic de
disferlinopatia, donat que a les fases inicials de la malaltia els signes de distrofia

muscular poden ser molt lleus.
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