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Utilidad del complejo soluble de ataque a membrana para
determinar actividad clinica de la dermatomiositis y respuesta
al tratamiento
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Resumen

Introduccion: La dermatomiositis es una enfermedad autoinmune y es la mads comun de las miopatias inflamatorias idiopa-
ticas. Durante el seguimiento de los pacientes se requiere determinar pardmetros bioquimicos para precisar la actividad de la
enfermedad y la eficacia de los tratamientos. Objetivo: Definir la relacion entre el grado de activacion del sistema del com-
plemento a través del complejo soluble de ataque a membrana (C5b-9), la actividad clinica de la dermatomiositis y sus varia-
ciones con el tratamiento convencional. Método: Se estudiaron 45 pacientes con dermatomiositis activa e inactiva. Se esta-
blecieron parametros bioquimicos, severidad clinica y se correlacionaron con los niveles séricos de C5b-9, determinados
mediante ELISA. Resultados: EXxistio correlacion positiva entre la actividad cutdanea y muscular de la dermatomiositis y los
niveles séricos de C5b-9, menor que con los marcadores bioquimicos tradicionales. En la respuesta al tratamiento, C5b-9
mostré reduccion significativa, similar a la severidad clinica; con los pardmetros bioquimicos, la reduccion no fue significativa
a un mes de tratamiento con esteroides sistémicos. Conclusiones: Los niveles séricos de C5b-9 en pacientes con dermato-
miositis estan mds elevados que en los sujetos sanos; con su medicion se identificaron los casos activos e inactivos de
dermatomiositis. Pueden ser un pardmetro fiable de respuesta terapéutica, mas precisos que la medicion de enzimas muscu-
lares, particularmente creatinfosfosquinasa.
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Abstract

Introduction: Dermatomyositis is an autoimmune disease and the most common idiopathic inflammatory myopathy. During
patient follow-up, determining biochemical parameters is required in order to assess for disease activity and treatment efficacy.
Objective: To determine the relationship between the degree of activation of the complement system through the soluble
membrane attack complex (c5b-9), dermatomyositis clinical activity and its variations with conventional treatment. Method:
Forty-five patients with active and inactive dermatomyositis were studied. Chemical parameters and clinical severity were
established and correlated with ELISA-determined C5b-9 serum levels. Results: There was positive correlation between der-
matomyositis cutaneous and muscular activity and C5b-9 serum levels, which was lower than with traditional biochemical
markers. In the case of treatment response, C5b-9 showed significant reduction, similar to clinical severity; with biochemical
parameters, the reduction was not significant at one month of treatment with systemic steroids. Conclusions: Serum levels
of C5b-9 levels of C5b-9 are higher in patients with dermatomyositis than in healthy subjects; dermatomyositis active and in-
active cases were determined by means of their measurement. They can be a reliable parameter of therapeutic response,
more accurate than muscle enzymes measurement, particularly creatine phosphokinase.
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|ntroducci6n

La dermatomiositis es una enfermedad autoinmune
incluida en el grupo de las miopatias inflamatorias
idiopaticas.' Es una enfermedad con frecuentes com-
plicaciones derivadas de la afectacion visceral o de
la progresiéon o reagudizacion del proceso.? En las
Ultimas décadas se ha intentado identificar marcado-
res seroldgicos que faciliten el diagndstico de la der-
matomiositis,®y que ademas evaluen la respuesta cli-
nica con los diferentes esquemas de tratamiento y en
consecuencia permitan realizar un prondstico de la
enfermedad.

Los parametros utilizados para el diagndstico (fuer-
za muscular, enzimas musculares, hallazgos histold-
gicos y electromiografia), aunque son de utilidad no
son lo suficientemente sensibles ni especificos para
evaluar la respuesta al tratamiento,® por lo que se han
estudiado otras opciones relacionadas con la patoge-
nia de la enfermedad y con ello establecer la correla-
cién clinica (por ejemplo, asociados con la lesion mus-
cular, la lesién endotelial, el fendmeno inmunoldgico,
citoquinas, moléculas de adhesion, entre otros), sin
embargo, ninguno ha obtenido un grado de correlacién
suficiente para sustituir a los marcadores bioquimicos
y electrofisioldgicos tradicionalmente utilizados.??

Se ha observado que el dafio muscular en la der-
matomiositis se relaciona con una microangiopatia
mediada por el complemento,*® describiéndose depd-
sitos del complejo de ataque de membrana o C5b-9
en la microvasculatura muscular de pacientes con la
enfermedad,® en diferentes grados de severidad con
un gradiente positivo, traduciendo su potencial utili-
dad en la determinacion del grado de actividad de la
enfermedad.

El C5b-9 es un complejo de proteinas que se unen
unas con otras para formar poros a través de la mem-
brana, resultando en la muerte celular.®8 Varios estu-
dios han mostrado depdsitos de este complejo protei-
co en la piel, fibras musculares y en arteriolas y
capilares en biopsias de pacientes con dermatomio-
sitis.>"" La medicion de los niveles de productos de
activacion del complemento es una medida del estado
catabdlico y, en consecuencia, es mas precisa para
establecer el grado de activacion del mismo.

Hasta el momento existen pocos estudios centra-
dos en el andlisis en pacientes con dermatomiositis,
por tal motivo realizamos una investigacion para de-
terminar la relacién entre el grado de activacion del
sistema del complemento a través del complejo
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soluble C5b-9, la actividad clinica de la dermatomio-
sitis y sus variaciones con el tratamiento.

Métodos

El estudio se realiz6 entre 2005 y 2011 y fue apro-
bado por el Comité de Etica en Investigacién con el
registro DI-06-109-3-61. Todos los pacientes y con-
troles sanos dieron su consentimiento para participar
en el estudio. Se incluyeron 45 pacientes del sexo
femenino entre los 28 y 46 afios de edad que cum-
plieron los criterios de Bohan y Peter:'2'

— Grupo 1: pacientes con diagndstico reciente, no

tratados y con enfermedad activa.

— Grupo 2: pacientes con enfermedad inactiva, con

0 sin tratamiento de mantenimiento.

Se incluy6 a un grupo de sujetos sanos pareados por
edad con los dos grupos anteriores en proporcion 1:1.

Los pacientes fueron valorados al momento de su
inclusion al estudio, siempre por el mismo investiga-
dor. Se determind la severidad de la enfermedad
utilizando los datos obtenidos de los expedientes cli-
nicos, por interrogatorio y exploracion fisica mediante
el uso de la Escala de Evaluacion de la Actividad de
la Enfermedad (MYOACT), establecida por el Grupo
Internacional de Evaluacién y Estudios Clinicos de la
Miositis." La puntuacion de MYOACT se registro
como muscular, cutdnea y total. Se excluyeron los
pacientes con sindrome de sobreposicion o varieda-
des de dermatomiositis diferentes al tipo 2.

Los pacientes considerados con enfermedad inac-
tiva debian mantener una puntuacién de 0 en el
MYOACT (muscular, cutaneo y total) al menos un
mes. Los pacientes que no cumplieran con este cri-
terio eran considerados con enfermedad activa.

Los datos clinicos fueron obtenidos cuando el pa-
ciente aceptd participar en el estudio e incluian la
edad, el tiempo de evolucion de la enfermedad y el
MYOACT en sus tres modalidades (cutanea, muscular
y total). Se obtuvieron muestras de sangre (10 mL)
para la medicion de creatinfosfoquinasa como marca-
dor bioquimico de la dermatomiositis y de C5b-9 sé-
rico. Para los controles, se obtuvieron muestras de
sangre de 45 mujeres sanas, pareadas por edad (26
a 45 afos), provenientes de banco de sangre del hos-
pital. La muestra de sangre obtenida se utilizé para
determinar creatinfosfoquinasa y la concentracién sé-
rica de C5b-9 mediante técnica de ELISA, utilizando
un kit comercial de C5b-9 sérico humano (MyBiosour-
ce, San Diego, CA, EE. UU). Todas las muestras,
tanto de casos como controles, fueron analizadas
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes con dermatomiositis

Enfermedad Enfermedad P
activa inactiva
(n=28) (n=17)
n % n %
Caracteristicas clinicas
Enfermedad pulmonar intersticial 5 18 0 0 0.001
Disfagia 18 64 0 0 0.001
Fendmeno de Raynaud 8 28 0 0 0.001
Mano de mecanico 12 43 0 0 0.001
Artritis 6 21 0 0 0.001
Media = DE Media + DE
Datos demogréficos
Edad de inicio (afos) 34.16 + 15.23 32.33 + 14.55 ns
(21-66) (19-65)
Duracion de los sintomas hasta el momento del estudio (meses) 8.12 + 6.56 12.55 +8.85 ns
(2-17) (4-16)
Niveles de creatinfosfoquinasa al momento de que fue medido el C5b-9 sérico 1675 £ 1375 1.33+0.85 0.001
Puntaje de MYOACT para actividad de la enfermedad
Total 6.5+225 0 0.001
Actividad muscular 6.3+ 1.85 0 0.001
Actividad cutanea 43 +155 0 0.001

MYOACT = Myositis Disease Activity Assessment, DE = desviacion estandar; ns = no significativo

simultaneamente y por duplicado, desconociendo el
estado clinico y la identidad del paciente. El valor
definitivo de los niveles para cada caso se obtuvo al
calcular la media de los dos valores obtenidos.

Después de la toma de la muestra, en los pacientes
con enfermedad activa se inicié tratamiento con
1 mg/kg/dia de prednisona por cuatro semanas con
nueva toma de muestra de sangre.

El andlisis estadistico se realizd6 mediante prueba
exacta de Fisher para la comparacion de variables ca-
tegdricas y la prueba de rangos de Mann-Whitney para
la comparacion de variables numéricas. Los coeficien-
tes de correlacion se establecieron mediante la correla-
cion de Spearman. Para comparar los promedios de las
variables cuantitativas se utilizé la t de Student (entre
grupos) y la t pareada (antes y después). Los datos
fueron analizados con SPSS version 22.0. Se consider6
que una p < 0.05 era estadisticamente significativa.

Resultados

Las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los
pacientes se presentan en la Tabla 1. La media global
de duracién de la enfermedad fue de ocho meses
(intervalo de dos a 17 meses). Al ser incluidos en el
estudio, 28 pacientes presentaban enfermedad activa
(grupo 1) y 17 enfermedad inactiva (grupo 2).

Los valores de las concentraciones séricas de
C5b-9, asi como de los niveles de creatinfosfoquinasa

se presentan en la Tabla 1. Se observan diferencias
significativas en los niveles de C5b-9 entre los casos
con la enfermedad activa en comparacion con aque-
llos con enfermedad inactiva (p = 0.008) y con los
controles (p = 0.001) (Figura 1). Los niveles de crea-
tinfosfoquinasa también mostraron diferencias signifi-
cativas entre los tres grupos.

Los coeficientes de correlaciones del C5b-9 sérico con
la severidad de la enfermedad dieron una correlacion
positiva, no asi con los niveles de creatinfosfoquinasa;
de la misma manera, este Ultimo parametro mostré una
baja correlacion con la severidad clinica (Tabla 2).

Veintiocho pacientes con diagndstico reciente de
dermatomiositis se trataron con 1 mg/kg/dia de pred-
nisona. Los niveles de C5b9 sérico al inicio del estu-
dio (67.45 + 18.35) fueron significativamente mayores
a los medidos al término del tratamiento (17.33 + 8.43,
p = 0.001) (Figura 2). Los niveles de creatinfosfoqui-
nasa no mostraron una reduccion significativa al mes
de tratamiento, aunque los parametros clinicos de
actividad (MYOACT) tuvieron una reduccion significa-
tiva después del tratamiento con esteroides sistémi-
cos (Tabla 3).

Discusion
Los niveles séricos de C5b-9 en los pacientes con

dermatomiositis estuvieron mas elevados que en los
sujetos sanos, ademas, con este parametro fue posible
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Tabla 2. Correlacion entre los niveles séricos de C5b-9, creatinfosfoquinasa y marcadores clinicos en pacientes con dermatomiositis

Niveles de C5b-9 Creatinfosfoquinasa MYOACT total
Niveles de C5b-9 1 0.122, p = 0.063 0.433, p = 0.001
Creatinfosfoquinasa 0.122, p =0.063 1 0.231,p=0.05
MYOACT total 0.433, p = 0.001 0.231,p =0.05 1

Las correlaciones se realizaron con la prueba de Pearson; significacion estadistica con p < 0.05. MYOACT = marcadores clinicos

Tabla 3. Concentracion sérica de C5b-9, creatinfosfoquinasa y MYOACT, antes y después de un mes de tratamiento con esteroides

sistémicos en pacientes con dermatomiositis

Variable Antes del tratamiento Un mes después del tratamiento p
Niveles séricos de C5b-9 (ng/mL) 67.45 + 18.35 17.33 + 8.43 0.001
Creatinfosfoquinasa (mg/dL) 1675 £ 1375 1427 £ 1239 0.049
MYOACT total 6.5+225 1.7+13 0.001
MYOACT = Myositis Disease Activity Assessment
20 b= 0.001
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Figura 1. Niveles séricos de sC5b-9 en pacientes con dermatomiositis con enfermedad activa e inactiva y en sujetos sanos.

determinar los casos activos e inactivos de dermato-
miositis. Otro aspecto importante es que el C5b-9 sé-
rico puede ser un parametro fiable de respuesta tera-
péutica, aln mas preciso que la medicién de enzimas
musculares, particularmente creatinfosfoquinasa.

Los niveles séricos elevados de C5b-9 en pacientes
con dermatomiositis confirman la activacion del com-
plemento en la patogenia de la enfermedad y tienden
a estar mas elevados en los pacientes con enferme-
dad activa que inactiva y en los controles sanos. En
un trabajo previo de Campo et al.'" se observaron que
los niveles séricos de C5b-9 correlacionaron con la
severidad de la enfermedad, si bien los resultados no
permitieron evaluar la respuesta al tratamiento, aun

cuando es posible distinguir pacientes con enfermedad
activa e inactiva. En nuestro estudio, ademas de ob-
servar buena correlacion entre la actividad clinica y
bioquimica de la enfermedad y el marcador, asi como
la capacidad de este para distinguir entre enfermedad
activa e inactiva, fue de utilidad para evaluar la res-
puesta al tratamiento, con lo que podria ser de utilidad
para determinar el prondstico.

El C5b-9 es un mediador inflamatorio relacionado con
la fisiopatologia de muchas enfermedades. Las eviden-
cias demuestran que el C5b-9 es un indicador de seve-
ridad clinica de las enfermedades con las que se ha
relacionado, incluyendo lupus eritematoso sistémico y
dermatomiositis, por lo que el bloqueo de este mediador
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Figura 2. Niveles séricos de sC5b-9 después de un mes de tratamiento con esteroides sistémicos.

inflamatorio en muchos modelos de enfermedad inflama-
toria contribuye a reducir la severidad de la misma.”

En nuestro estudio observamos correlaciéon positiva
entre los niveles séricos de C5b-9 y los signos de activi-
dad de la enfermedad y, similar a lo reportado por Campo
et al.'" este parametro de activacion del complemento no
mostrd correlacién con los marcadores de actividad tra-
dicionales, especificamente creatinfosfoquinasa.

En la dermatomiositis, las enzimas musculares son
liberadas como consecuencia de la lesién de la fibra
muscular, por lo que la correlaciéon temporal entre su
incremento y el desarrollo de debilidad muscular es
importante. En los niveles de C5b-9 sérico, la elevacion
puede preceder a la actividad muscular y posiblemente
a la actividad cutanea y sus niveles se mantienen du-
rante la actividad de la enfermedad y correlacionan con
la severidad.

El objetivo antigénico primario en la dermatomiositis
es el endotelio de los capilares del endomisio. Estos
anticuerpos producen la activacion de C3, que a su
vez provoca la formacion de fragmentos C3b, C4b y
de C5b-9 detectables en el curso de la enfermedad,
tanto en el suero como en los capilares, incluso se
observan en el tejido muscular antes que los cambios
inflamatorios o estructurales. Estos depdsitos son im-
portantes para inducir la destruccion de las fibras
musculares.'®

Otro mecanismo para explicar la relaciéon entre
C5b-9 y el desarrollo de la dermatomiositis se basa
en la activacion del complejo de ataque a la membra-
na que provoca un exceso de Ca*, que da lugar a
una sobrecarga mitocondrial, la pérdida del potencial

transmembrana mitocondrial, dando como resultado
una crisis energética dentro de las células, mientras
que las bombas de iones tratan de restablecer la ho-
meostasis del Ca?; la liberacidn del citocromo C en
el citoplasma y la activacion de la caspasa desenca-
denan la apoptosis. Esto sugiere el papel crucial del
C5b-9 en la activacién del inflamasoma NALP3, con
lo que amplifica la respuesta inflamatoria.'”'® El infla-
masoma NLRP3 desempefia un papel clave en el
desarrollo de la dermatomiositis,' lo que demuestra
que la activacion de C5b-9 puede preceder al desa-
rrollo de las manifestaciones clinicas, bioquimicas e
inmunoldgicas de la enfermedad.

Una limitante de nuestro estudio es que no fue po-
sible comparar los niveles séricos de C5b-9 con los
depdsitos del mismo en piel y musculo, por lo que
nuestro estudio podria servir de base para otros que
evallen si existe tal correlacion. Asumimos que asi
es, ya que en estudios previos se observé que la
biopsia del musculo de pacientes con dermatomiositis
reveld el depdsito del C5b-9 en las células endotelia-
les.?® Ademas, en biopsias de piel lesionada de pa-
cientes con la enfermedad se observaron depdsitos
de C5b-9, no asi en la piel no afectada, lo que sugiere
que también estaria involucrado en la patogenia de
las lesiones cutaneas.?

Por otra parte, dado que este estudio incluyé un
solo centro, los hallazgos requieren confirmacion en
otros hospitales.

Los tratamientos actuales contra el complemento, es-
pecialmente el eculizumab, dirigidos especificamente a
C5b-9 0 a vias alternas se encuentran en desarrollo.’s



En conclusion, la cuantificacion de los niveles de
los productos de activacion del sistema del comple-
mento es una herramienta para el control clinico de
los pacientes con dermatomiositis, ya que permite
distinguir entre enfermedad activa e inactiva y al
correlacionar adecuadamente con la respuesta al
tratamiento.

Por otro lado, es necesario determinar si los niveles
séricos de C5b-9 podrian servir para distinguir otros
tipos de miositis.
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