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Resum 

 
Les miopaties inflamatòries són un grup de malalties neuromusculars molt heterogeni 

que es caracteritzen clínicament per la presència de debilitat muscular que pot arribar 

a ser invalidant. Aquest grup de malalties inclou la dermatomiositis (DM), la 

polimiositis, la miopatia per cossos d’inclusió i recentment s’hi ha inclòs la miopatia 

necrotitzant autoimmune. Per arribar a un diagnòstic precís és necessari l’estudi de la 

biòpsia muscular entre d’altres paràmetres clínics. La biòpsia muscular d’aquest grup 

de pacients es caracteritza per la presència d’infiltrats inflamatoris que fenotípicament i 

quantitativament varia a cada entitat. A més, s’observa la sobreexpressió del complexe 

major d’histocompatibilitat de classe I (MHC-I) a les fibres musculars havent-li atribuït 

un paper patogènic. Fins ara no hi ha evidències de l’etiologia de la DM, havent-hi 

dues hipòtesis principals: la primera considera que la malaltia comença amb un atac 

autoimmune contra un antigen desconegut de l’endoteli muscular provocant la 

destrucció dels capil·lars i una hipòxia tissular. De fet a les biòpsies de pacients amb 

DM és característica una disminució dels capil·lars que, com a conseqüència, es 

pensa que provoca la típica atròfia perifascicular. La segona atribueix un paper 

principal a l’ interferó (IFN) ja que múltiples gens induïts per IFN s’han trobat 

sobreregulats a la DM. L’origen de l’IFN s’ha atribuït als infiltrats inflamatoris. Per 

estudiar específicament la contribució del múscul a la patogènia d’aquestes malalties, 

evitant l’efecte confusor dels infiltrats inflamatoris, vam aïllar fibres musculars 

patològiques mitjançant microdissecció làser a partir de biòpsies musculars d’aquests 

pacients. L’anàlisi transcriptòmic de les fibres aïllades va demostrar una contribució 

específicament a la DM de la immunitat innata, de l’IFN de tipus I (IFN-I) i de la 

hipòxia. En particular, es va observar una sobreregulació de RIG-I a la DM, un receptor 

de la immunitat innata induïble per IFN i que fisiològicament reconeix àcids nucleics 

vírics per iniciar una resposta antivírica a través de IFN-I. Els estudis de 

immunofluorescència van demostrar que la sobreexpressió de RIG-I colocalitzava amb 

fibres MHC-I positives a la DM. Els estudis in vitro utilitzant miotubs humans va 

demostrar la capacitat de RIG-I d’induïr una resposta de IFNβ –un subtipus de IFN-I- i 

com a conseqüència es sobreexpressava MHC-I i altre vegada RIG-I suggerint un 

mecanisme inflamatori auto-sustentat a la DM.  A partir d’aquest primer resultat l’estudi 

va evolucionar al paper de la hipòxia en relació a la immunitat innata. La hipòxia està 

modulada principalment per un factor de transcripció clau anomenat HIF1α que indueix 

l’expressió de gens que continguin al seu promotor unes seqüències específiques. Els 

estudis in silico i in vitro van demostrar que RIG-I és un gen induït per HIF1α. Els 

resultats experimentals conclouen que la hipòxia és un fenomen primerenc en la 

seqüència d’esdeveniment fisiopatogènics en la DM  ja que la sobreexpressió de RIG-I 

era capaç d’induir la seva activació i per tant, de promoure l’expressió d’IFN-I i en 

canvi, l’expressió de HIF1α no es modificava per l’estimulació amb interferons. 

Finalment es va avaluar la utilitat de RIG-I com a biomarcador histològic per la DM. A 

partir de 115 biòpsies musculars incloent malalties neuromusculars que podien 

confondre’s clinicament o histologicament amb la DM, vam demostrar que RIG-I és un 

biomarcador mes sensible que la atrofia perifascicular per la DM (50% a la DM vs 11% 

a la resta). De fet, en els pacients amb DM on a la biòpsia l’atròfia perifascicular no era 

evident, un 32% dels pacients eren RIG-I positius. Analitzant la reproductibilitat de la 

interpretació de l’atròfia perifascicular i RIG-I, vam trobar que RIG-I era un biomarcador 
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més fàcilment interpretable que la atrofia perifascicular. Com a conclusió, aquesta tesi 

unifica les dues hipòtesis patogèniques actuals sobre la DM on la hipòxia es el primer 

esdeveniment que a través de RIG-I explica la signatura de IFN-I. 

 

Abstract 
 

Inflammatory myopathies are an heterogeneous group of neuromuscular diseases that 

are clinically characterized by the presence of muscle weakness that leads to disability. 

This group of diseases includes dermatomyositis (DM), polymyositis, inclusion body 

myositis and recently, necrotizing autoimmune myopathies have also been included. 

The study of the muscle biopsy, among other parameters, is necessary to obtain an 

accurate diagnosis. The muscle biopsy of these patients is characterized by the 

presence of inflammatory infiltrates that vary phenotypically and quantitatively in each 

entity. However, overexpression of the major histocompatibility complex class I (MHC-I) 

is shared by all these entities and it is believed that it has a pathogenic role. Until now, 

the etiology of DM is a matter of debate but there are two main hypotheses: The first 

hypothesis considers that the disease starts with an autoimmune attack against 

unknown antigens in the endothelium leading to the destruction of capillaries 

promoting, eventually, tissular hypoxia and muscle fiber atrophy. In fact, in the muscle 

biopsies of DM patients there is a characteristic reduction in the number of capillaries 

and perifascicular atrophy. The second hypothesis is based on the role of type I 

interferons (IFN-I). Experiments of gene expression analysis have demonstrated 

upregulation of multiple IFN-I-induced genes in DM. The origin of this IFN-I has been 

attributed to perimysial inflammatory infiltrates. To study the pathological mechanisms 

that occur specifically in the muscle fibers we isolated MHC-I positive muscle fibers 

using laser-microdissection from the muscle biopsies of these patients. This technology 

allowed us to exclude inflammatory infiltrates that could interfere with the results. The 

transcriptomic profile of the isolated fibers demonstrated a significant contribution of 

innate immunity, IFN-I and hypoxia specifically in DM. In particular, we observed the 

upregulation of RIG-I in DM, a receptor of the innate immunity that recognizes nucleic 

acids derived from virus to initiate an antiviral response and promoting IFN-I. 

Immunofluorescence studies demonstrated that RIG-I is overexpressed in MHC-I-

expressing fibers in DM. In vitro studies using human myotubes showed the ability of 

RIG-I to induce the secretion of IFNβ – an IFN-I subtype – and as a consequence, 

induced the expression of MHC-I and RIG-I itself, suggesting a self sustained 

autoimmune mechanism in DM. These results prompted us to evaluate the relation 

between hypoxia and innate immunity. Hypoxia is mainly modulated by a key 

transcription factor named HIF1α that induces the expression of genes that contain 

specific sequences in its promoter. Our studies in silico and in vitro demonstrated that 

RIG-I is an HIF-inducible gene. From these studies, we concluded that hypoxia is a 

primary event in the pathogenic sequence of events in DM because the overexpression 

of RIG-Iwas able to induce its own activation promoting the expression of IFN-I-

stimulated genes. In contrast, the expression of HIF1α was not modified by the 

stimulation of IFNs. Finally we evaluated the utility of RIG-I as a histological biomarker 

for DM. We studied 115 muscle biopsies using immunohistochemistry including 

diseases that may be confused clinically or histologically with DM. We demonstrated 

that RIG-I has a higher sensitivity than perifascicular atrophy for DM diagnosis (50% in 
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DM vs 11 % in non-DM). Interestingly, 32% of patients with DM in whom perifascicular 

atrophy was not evident, showed expression of RIG-I at the perifascicular areas. We 

analyzed the reproducibility of perifascicular atrophy and RIG-I staining and we found 

that RIG-I has a higher reproducibility and therefore constitutes a more easily 

interpretable biomarker than perifascicular atrophy. We conclude that this thesis unifies 

both current hypotheses on DM pathogenesis and shows that  hypoxia contributes to 

the pathology of DM by activating the RIG-I signaling pathway and consequently 

inducing  IFN-I expression.  
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Abreviatures 

 

ALR: AIM2-like receptors 

AR: Artritis reumatoide 

ASS: Síndrome anti-sintetasa 

ATP: Adenosine triphosphate 

BAFF: B-cell activating factor 

BDCA2: Blood dendritic cell antigen 2 

CARD: Caspase activation and recruitment domains 

CD: Cluster of differentation 

cDNA: DNA complementari 

CK: Creatina quinasa 

CLR: C-type lectin receptors 

CMV: Citomegalovirus 

CTD: C-terminal domain 

CYLD: Cylindromatosis 

DAB: 3,3′-Diaminobenzidina 

DAMP: Danger-associated molecular pattern 

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenilindol 

DDX58: DEAD box helicase 58 

DM: Dermatomiositis 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's medium 

dsRNA: RNA de doble cadena 

Dysf: Disferlinopatia 

FC: Fold change 

FSHD: Facioscapulohumeral muscular dystrophy 

HIF1α: Hypoxia-inducible factor 1 alpha 

HLA: Human leukocyte antigen 

HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductasa 

HRE: Hypoxia response elements 

I/R: Isquèmia-reperfusió 

IBM: Inclusion body myositis 

IFIH1: Interferon induced with helicase C domain 1 

IFN: Interferó 

IL: Interleucina 

IMNM: Immune-mediated necrotizing myopathy 

IRF: Interferon-related factors 

ISG15: Interferon-stimulated gene 15 

LGP2: Laboratory of Genetics and Physiology 2 

MAC: Membrane attack complex 

MAP: Mitogen-activated protein kinase 

MAVS: Mitochondrial antiviral-signaling protein 

MCTD: Mixed connective tissue disease 

MDA5: Melanoma Differentiaton Associated-protein 5 

MHC-I: Major histocompatibility complex class I 

mRNA: RNA missatger 

MxA: Mixovirus resistance A 
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MyD88: Myeloid differentiation primary response 88 

NF-kB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NLR: Nod-like receptors 

OAS-1: 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1 

PAMP: Pathogen-associated molecular pattern 

PAS: Periodic acid–Schiff 

pb: Parell de bases 

PBS: Phosphate buffered saline 

PHD: Prolyl hidroxilase 

PM: Polimiositis 

PRR: Pattern-recognition receptor 

qPCR: Reacció en cadena de la polimerasa quantitativa 

RIG-I: Retinoic acid-inducible gene 1 

RIN: RNA integrity number 

RLR: Rig-like receptors 

RQ: Relative quantification 

RSAD2: Radical S-adenosyl methionine domain containing 2 

SLE: Lupus eritematós sistèmic 

SRP: Signal recognition particle 

SSc: Escleroderma i escleromiositis 

ssDNA: DNA de simple cadena 

STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription 

TIF1g: Transcription intermediary factor 1 gamma 

TIR: Toll/interleukin-1 receptor 

TLR: Toll-like receptors 

TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

TRIM25: Tripartite motif 25 

UTR: Untranslated region 

VCAM-1: Vascular cell adhesion molecule 1 

WB: Western-blot
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1. EL SISTEMA IMMUNOLÒGIC: Generalitats 

Els éssers vius estan constantment exposats a agents infecciosos i en la majoria de 

casos són capaços de combatre’ls i  el sistema immunològic n’és el responsable. El 

sistema immunològic està composat de dues principals branques efectores: la 

immunitat innata o no específica i la immunitat adaptativa o específica. Encara que 

cada branca té la seva funció, hi ha una interacció entre les dues que permet una 

resposta eficient. De fet una activació inicial de la immunitat innata determinarà quina 

és la resposta adaptativa específica per controlar la infecció i preparar l’organisme per 

una possible segona exposició a través de la memòria immunològica1. 

El  sistema immune la majoria de vegades té efectes beneficiosos tot i que també pot 

produir efectes perjudicials. Com a conseqüència del procés inflamatori hi poden haver 

danys col·laterals al teixit sa2.  A més, pot haver-hi un atac immune contra els propis 

teixits resultant en una malaltia autoimmune que pot tenir una base genètica o bé 

adquirida3.  

 

1.1 La immunitat innata 

La immunitat innata és la primera línia de defensa de l’organisme davant els patògens i 

està mediada principalment per cèl·lules fagocítiques, com els macròfags o cèl·lules 

dendrítiques. Tot i que inicialment va ser considerada com un sistema inespecífic, la 

immunitat innata és capaç de discriminar entre lo propi i lo no propi gràcies a 

diferents famílies de receptors de reconeixement de patrons (PRR, de l’anglès pattern-

recognition receptors)4. Malgrat aquesta distinció de lo propi o no propi, teories més 

actuals proposades per la Dra. Matzinger, suggereixen un altre model, “el model de 

dany”, que es discutirà més endavant. 
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1.1.1 Els receptors de reconeixement de patrons (PRR) 

Es coneixen diferents famílies de receptors i les principals són els Toll-Like Receptors 

(TLRs), els Rig-Like Receptors (RLR), els Nod-Like Receptors (NLRs), AIM2-Like 

Receptors (ALRs) i els C-type Lectin Receptors (CLRs)5, 6. Tots ells tenen diferents 

característiques en comú: reconeixen diferents components microbians, coneguts 

com patrons moleculars associats a patògens (PAMPs) i que són essencials per la 

supervivència del microorganisme i que per tan, són poc variables durant l’evolució. A 

més, els PRR estan codificats per la línia germinal i no depenen de la memòria 

immunològica. En canvi, alguns són receptors de membrana, altres associats al 

sistema endosòmic i altres citoplasmàtics. Així, la seva localització està lligada a la 

seva especialització, al tipus de PAMP que reconeixen i a la via de senyalització que 

induiran7. 

 

Els Toll-Like receptors 

Els receptors tipus “toll”, de l’anglès toll-like receptors (TLR), són receptors altament 

conservats desde C. elegans fins als mamífers i que van ser inicialment identificats 

com el producte del gen “Toll” essencial per al desenvolupament a Drosophila. Més 

tard es va identificar el seu paper a la resposta antifúngica de les mosques 8. Aquestes 

troballes, juntament amb la identificació de la primera parella receptor:lligand 

(TLR4:Lipopolisacàrid)9 van merèixer el premi Nobel de Fisiologia i Medicina al 2011. 

oproteïnes transmembrana de tipus I i fins ara s’en han identificat 

més de 13 tipus. Es classifiquen en dos grans grups segons la seva localització 

cel·lular, a la membrana cel·lular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 i TLR10) o bé 

associats a endosomes (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 i TLR13)10
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.  

 

 

Figura 1. Lligands i localització dels TLRs 
7
. 

 

El reconeixement de PAMPs pels TLRs provoca el reclutament de les molècules 

adaptadores MyD88 i TRIF, que contenen dominis TIR homòlogues amb seqüències 

TIR del TLR. Aquesta interacció inicia unes vies de senyalització cel·lular que 

culminen en l’activació de NF-kB, IRFs o MAP quinases que regularan 

l’expressió de citocines, quimiocines i interferons (IFN)11. El TLR3 és el receptor 

capaç de detectar els dsRNA (RNA de doble cadena). Malgrat això, els dsRNA 

presents al citoplasma cel·lular o presents com a conseqüència d’una infecció viral, no 

són accessibles pel TLR3, ja que és un receptor associat a endosoma i que per tan 

monitoritza l’espai extracel·lular. Fins i tot, la majoria de cèl·lules infectades per virus 

són capaces de produir IFN de tipus I (IFN-I) d’una manera TLR3-independent. A més 
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a més, estudis previs en fibroblasts sense MyD88 i TRIF, demostren que encara són 

capaces de produir IFN-I, indicant que el sistema TLR no és un requeriment únic per la 

detecció viral, almenys en alguns tipus cel·lulars12. 

 

Retinoic acid-inducible gene 1-like receptors (RLRs) 

La família dels RLRs (de l’anglès retinoic acid-inducible gene 1-like receptors) són 

receptors de la immunitat innata citoplasmàtics que inclou RIG-I (Retinoic acid-

inducible gene 1), MDA5 (Melanoma Differentiaton Associated-protein 5) i LGP2 

(Laboratory of Genetics and Physiology 2)13. Aquests receptors estan especialitzats 

en el reconeixement d’àcids nucleics, el tipus de lligand més abundant i que per 

tant es podrien considerar els activadors de la immunitat innata més importants. 

 

RIG-I (Retinoic-acid inducible gene-I) 

El receptor RIG-I està codificat pel gen DDX58 que és un gen induïble per IFN-I. 

Té com a funció reconèixer al citoplasma material d’origen víric: fragments curts 

de dsRNA14. La presència a l’extrem 5’ de tres molècules de fosfat (5’ppp) permet 

discernir el lligand d’origen víric del mRNA propi15 que l’extrem 5’ppp no el té 

accessible per la presència de 7-metilguanosina, necessari per promoure la traducció i 

la estabilitat del mRNA eucariota16.  

La proteïna RIG-I està constituïda per dos dominis CARD (de l’anglès, caspase 

activation and recruitment domains), un domini central de tipus helicasa/ATPasa i a la 

part C-terminal un domini regulador (CTD) (Figura 2).  
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Figura 2. Estructura i lligands de RIG-I 
17

. 

 

Els dominis CARD són els responsables de la unió a la molècula adaptadora MAVS, 

necessària per la senyalització i que està localitzada a la mitocòndria18. En absència 

de lligands, el domini CTD reprimeix la interacció entre els dominis CARD i per tant 

evita la seva activació15. En presència de lligands, aquests s’uneixen al domini CTD 

provocant la dimerització de RIG-I i induint un canvi conformacional que exposa els 

dominis CARD. Aquest canvi permet la unió de lligases de ubiquitina, com TRIM25, 

que provoquen la unió de poliubiquitines en posició K63. Aquestes modificacions 

faciliten la unió a MAVS per iniciar la cascada de senyalització cel·lular (figura 3).  
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Figura 3. Activació de RIG-I 
19 

 

La senyalització indueix una potent resposta immune anti viral caracteritzada per 

una producció robusta de citocines proinflamatòries i d’interferons de tipus I 

(IFN-I). L’expressió de IFN-I esta dirigida principalment pels factors de transcripció 

nuclears NF-kB i interferon regulatory factor (IRF)20. La secreció de IFN-I i el seu 

posterior reconeixement pels seus receptors promou la senyalització per la via Jak-

STAT i la posterior transcripció d’una gran varietat de gens per limitar la replicació 

viral. Entre aquests múltiples gens, s’indueixen gens necessaris per mantenir la 

resposta creant un loop retroalimentat (figura 4). A més, els IFN-I contribueixen a 

l’activació de varis tipus cel·lulars incloent les cèl·lules dendrítiques i monòcits i modula 

les respostes immunes adaptatives actuant directament sobre cèl·lules T i B. 
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Figura 4. Senyalització de RIG-I, de IFN-I i els seus efectes
21

. 

 

Després de l’activació i senyalització, la unió de poliubiquitines en posició K48 indueix 

la degradació del receptor per la via del proteosoma, mentre que CYLD 

constitutivament elimina les ubiquitines activadores K63 (Figura 3). 

 

1.1.2 Model de dany 

Les teories clàssiques del funcionament del sistema immunològic establien que la 

discriminació de lo propi, definit a l’inici de la vida, i lo no propi, a allò que ens exposem 

durant la vida, era la manera de tolerar lo propi i atacar lo estrany. Aquestes teories 

van anar evolucionant (figura 5) i amb noves dades experimentals, la Dra. Matzinger 

va proposar al 1994 el “model de dany”22 que suggereix que el sistema immune està 

més preocupat per la detecció de la presència de dany que per la detecció de lo forani 

o lo no propi. Quan les cèl·lules d’un teixit estan en situació d’estrès com a 

conseqüència d’un dany o d’ una infecció, es secreten i/o s’expressen molècules 
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anomenades DAMPs (Danger-associated molecular patterns). Els DAMPs són 

patrons moleculars associats a dany o perill, que en condicions fisiològiques es 

troben a l’espai intracel·lular però que són alliberats a l’espai extracel·lular com a 

conseqüència de dany.  Els DAMPs inclou DNA, RNA i proteïnes de xoc tèrmic 

(Heat-shock proteins o HSP) entre altres. Aquestes molècules són conegudes també 

com alarmines, i són reconegudes pels PRRs. Així, en aquest context es parla del 

terme inflamació estèril 23, 24 que s’ha relacionat amb diversos processos patològics. El 

procés patològic pot agreujar-se quan una resposta inflamatòria és exagerada i 

incontrolada degut a una sobreproducció de DAMPs que resulta en un procés 

inflamatori crònic i autosustentat.  

 

 

Figura 5. Evolució del model de la immunitat innata
25

. 
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1.2 Immunitat innata, IFN i autoimmunitat  

El paper dels IFN-I durant les infección víriques està ben establert. El control 

estricte de l’IFN-I és necessari ja que la seva desregulació pot esdevenir en processos 

autoimmunes. Els receptors de la immunitat innata involucrats en la inducció d’IFN-I es 

resumeixen a la taula 1.  

 

Receptor Expressió Localització Lligand primari 

Rig-Like Receptors 

RIG-I Ubiqüa Citoplasma 
dsRNA curts/ssRNA  

5'ppp dsRNA 

MDA5 Ubiqüa Citoplasma dsRNA llargs 

Toll-Like Receptors 

TLR3 mDCs Endosoma dsRNA 

TLR4 Monòcits/Macròfags Membrana LPS 

TLR7 B, pDCs Endosoma GU-ssRNA 

TLR8 Monòcits/mDCs Endosoma GU-ssRNA 

TLR9 B, pDCs Endosoma CpG DNA 
Taula 1. Receptors de la immunitat innata inductors de IFN-I 

 

S’ha relacionat la resposta crònica d’IFN-I amb processos autoimmunes que 

alguns autors han anomenat interferonopaties ja que comparteixen 

l’anomomenada “signatura de l’IFN”, és a dir, la presència de gens induïts per IFN-I 

26. Per exemple el lupus eritematós sistèmic, el síndrome de Sjögren, la artritis i les 

miositis s’han relacionat amb la resposta crònica dels IFN-I21. Es creu que els IFN-I 

tenen un paper patogènic en malalties autoimmunes promovent la presentació 

d’antigens i la resposta dels limfòcits induïnt l’expressió de quimiocines encara que en 

algunes situacions se li ha otorgat un paper protector27. S’ha descrit que l’activació 

constitutiva de la immunitat innata pot induïr processos d’autoimmunitat en absència 

d’infecció viral o inflamació estèril 28. Per una banda, s’ha demostrat com mutacions en 

MDA5, PRR citoplasmàtic de RNA, que provoquen guany de funció indueixen fenotips 

associats a malalties caracteritzades per una sobreregulació de IFN-I29-31. Aquestes 

malalties s’estant identificant a la bibliografia com interferonopaties (taula 2). 
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Per altra banda, en processos de dany mediats per isquèmia/reperfusió, el 

restabliment de la circulació sanguínia provoca més destrucció del teixit induïnt 

una major presència d’inflamació i una major resposta inflamatoria a cèl·lules 

necròtiques32. 

 

 

Gen  
(Proteïna) 

Malaltia Efecte de la mutació Conseqüències cel·lulars 

TREX1 AGS, SLE Pèrdua de funció Acumulació de DNA al citoplasma 

RNASEH2 AGS Pèrdua de funció 
Acumulació de ribonucleòtids i de híbrids 
RNA:DNA 

SAMHD1 AGS Pèrdua de funció Augment cel·lular de dNTPs 

ADAR1 
AGS, 
vasculopatia 
cerebral 

Pèrdua o alteració de 
funció 

Acumulació de RNA sense editar 

IFIH1  
(MDA5) 

AGS Guany de funció 
Activació constitutiva de la senyalització de 
MDA5 

ISG15 IBGC Pèrdua de funció Pèrdua de la regulació negatia de IFN-I 

 
Taula 2. Causes moleculars d’interferonopaties. AGS: Aicardi-Goutières syndrome; SLE: Systemic lupus 
erythematosus; IBGC: Idiopathic basal ganglia calcification.  
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2. LA HIPÒXIA  

2.1 La resposta cel·lular a la hipòxia: el HIF 

L’adaptació cel·lular a la hipòxia està regulada per uns factors de transcripció 

clau anomenats HIF (de l’anglès, hypoxia-inducible factor)33. La seva activitat està 

basada en modificacions post-traduccionals i estabilització de les subunitats α34. En 

condicions de normòxia, les prolyl hidroxilases (PHD) modifiquen la subunitat α 

provocant la poliubiquitinització i per tant HIF1α és degradat per la via del 

proteosoma35. En canvi, en condicions d’hipòxia l’activitat de les hidroxilases està 

reduïda, estabilitzant HIF1α que pot translocar al nucli. Dins al nucli, HIF1α 

dimeritza amb HIF1 permetent la unió als promotors dels gens que contenen 

elements de resposta a hipòxia o HRE (de l’anglès, Hypoxia-response element) 

(figura 6). La majoria dels gens que contenen HRE als seus promotors, són gens 

implicats en metabolisme i angiogènesi per tal de mediar l’adaptació fisiològica a la 

falta d’oxigen36.  

 

Figura 6.  Regulació de HIF1α
37

. 
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2.2 La hipòxia i la inflamació 

S’ha relacionat la resposta a l’hipòxia amb la inflamació i especialment amb la 

immunitat innata38, 39. La presència d’hipòxia tissular és característica durant processos 

d’infecció per tal de restablir la homeòstasi tissular. Aquest ambient provocant la 

infiltració de cèl·lules inflamatòries, a través de la inducció de molècules d’adhesió40, 

que fagociten restes cel·lulars com a conseqüència de la infecció i/o del dany del teixit. 

És per aquesta finalitat, que la hipòxia mediada per HIF1α potencia per una banda 

l’activitat fagocítica i per tan bactericida i potencia també l’expressió de molècules 

relacionades amb la immunitat innata com els TLRs41. Per exemple, s’ha descrit que el 

TLR4 conté HRE al seu promotor i que la seva activació està augmentada en 

condicions d’hipòxia41, 42. A més, l’activació de TLRs  tant en normòxia com en hipòxia 

indueix l’activació transcripcional de HIF1α, amplificant la resposta a hipòxia43, 44. En 

experiments in vitro utilitzant la línia cel·lular de múscul de ratolí C2C12, ha demostrat 

que l’exposició a restes cel·lulars indueix la sobreexpressió de múltiples dianes de 

HIF1α45. En un model de ratolí d’I/R hepàtica es va demostrar com les cèl·lules de 

parènquima hepàtic, és a dir, cèl·lules que no pertanyen al sistema immunològic, 

participaven activament en la resposta d’inflamació estèril mitjançant la immunitat 

innata46. 
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3. MALALTIES NEUROMUSCULARS 

Les malalties neuromusculars són un grup heterogeni de malalties. Segons l’òrgan 

afectat, es classifiquen en neuropaties o miopaties afectant al nervi o el múscul 

respectivament. La unió neuromuscular pot també estar afectada, parlant aleshores de 

síndromes miastènics. L’etiologia potser tan d’origen genètic, immunològic o tòxic47. 

En conjunt, les malalties neuromusculars son les més nombroses entre les 

malalties rares.  En aquesta tesi el treball es centra en miopaties de tipus inflamatori. 

 

3.1 Les Miopaties inflamatòries 

Les miopaties inflamatòries són, també, un grup heterogeni de malalties 

caracteritzades per debilitat muscular i la presència de inflamació a la biòpsia 

muscular48. Les quatre entitats clíniques principals que composen aquest grup de 

malalties són la polimiositis (PM), la miopatia per cossos d’inclusió (IBM, de 

l’anglès inclusion body myositis), la dermatomiositis (DM) i la miopatia necrotitzant 

immuno-mediada (IMNM, de l’anglès immune-mediated necrotizing myopathy). 

L’afectació cutània és la característica més destacada que diferencia clínicament la 

DM de la resta, però hi ha diferències fisiopatològiques destacades entre elles que es 

desenvoluparan més endavant. 

 

L’estudi de la biòpsia muscular és indispensable per establir el diagnòstic de 

totes elles. Certes característiques histopatològiques són comunes als diferents grups 

de miopaties inflamatòries i que solen ser més evidents en músculs proximals. 

Aquestes alteracions inclouen necrosis, regeneració, increment del teixit connectiu i 

presència d’inflamació. En condicions normals, les fibres musculars no expressen 

MHC-I i sols és detectable als capil·lars de la biòpsia muscular (figura 7A). En 

canvi, a les miopaties inflamatòries està sobre-expressat a les fibres musculars 

amb diferents patrons. A la polimiositis la presència de MHC-I sol ser extensa a la 
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majoria de fibres musculars (figura 6B), mentre que a la miopatia per cossos d’inclusió 

sol també ser extensa però més prominent a fibres atròfiques (figura 7C). A la 

dermatomiositis el patró d’expressió de MHC-I és molt característic, amb una 

expressió molt augmentada a la perifèria dels fascicles musculars, que a la DM 

estàn atròfics i que s’anomena atròfia perifascicular (figura 7D). 

Per tant, la detecció de l’expressió de MHC-I a les fibres musculars en aquest grup de 

malalties és útil des de un punt de vista diagnòstic. 

 

 

Figura 7. Tinció de MHC-I en biòpsies musculars representatives d’individus sans (A), polimiositis (B), 

miopatia per cossos d’inclusió (C) i dermatomiositis (D). 

 

3.1.1 Polimiositis 

La PM no té un fenotip clínic únic i com a conseqüència sovint està sobre-

diagnosticada49 i/o diagnosticada d’altres malalties ja que no existeix fins ara cap 

biomarcador específic. L’heterogeneïtat clínica i les troballes a la biòpsia muscular 

suggereixen que probablement la PM forma un conjunt d’entitats encara per 

diferenciar50. Clínicament es caracteritza per la presència de debilitat muscular 
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proximal simètrica51 que pot acompanyar-se de manifestacions extramusculars com 

problemes cardiovasculars i articulars52. Els nivells de CK (creatina quinasa) en sèrum 

solen estar augmentats fins a 50 vegades durant el procés actiu de la malaltia. Per un 

diagnòstic acurat, cal tenir en compte en el diagnòstic diferencial altres entitats que cal 

descartar, com miopaties tòxiques i fins i tot distròfies musculars. Des de un punt de 

vista fisiopatogènic, el procés immunològic implicat principalment és mitjançant 

cèl·lules T CD8+ citotòxiques que envaeixen fibres musculars aparentment 

sanes però que expressen MHC-I (figura 8A). L’expressió de MHC-I és ubiqua al 

múscul de pacients amb PM, característica que pot ser útil per el diagnòstic diferencial 

de miopaties no immuno-mediades, on el MHC-I pot expressar-se però en aquest cas 

està restringida a fibres necròtiques. Els infiltrats induirien la necrosis de la fibra 

muscular mitjançant l’alliberació de grànuls que contenen perforina i granzima48. 

  

3.1.2 Miopatia per cossos d’inclusió (IBM) 

La IBM és la miopatia adquirida més freqüent a partir dels 60 anys d’edat, tot i que és 

poc freqüent a la població. Clínicament és molt característica, amb la presència de 

debilitat muscular distal amb afectació selectiva dels flexors dels dits i extensors 

dels genolls. Una afectació comú és la presència de disfàgia, provocant episodis de 

pneumònia que poden ser letals. La fisiopatogènia de la IBM està encara sota intensa 

discussió. Per una banda, hi ha un component inflamatori, caracteritzat per la 

presència d’infiltrats inflamatoris majoritàriament de CD8+ i macròfags que 

envolten fibres musculars aparentment sanes48. Les CD8+ infiltrants expressen 

molècules co-estimuladores induint l’activació de la via citotòxica de la perforina i 

necrosis de les fibres48. Estudis in vitro han demostrat que tant CD8+ aïllades de 

pacients amb PM i amb IBM presentaven reactivitat contra miotubs autòlegs. A part de 

l’activació de la via citotòxica, s’ha descrit també una alta prevalença d’autoanticossos, 

encara que sense un valor clínic clar53. Al 2013, es van descriure per primera vegada 
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uns anticossos dirigits contra la 5′-nucleotidasa 1A citosòlica, presents en un 

30% dels pacients amb IBM 54, mentre que menys del 5% de pacients amb PM o DM 

en tenien55. Malgrat això, cal encara demostrar-ne la seva utilitat. Per altra banda, hi 

ha un component degeneratiu, amb una acumulació de proteïnes ubiquitinades i 

congofíliques a algunes fibres musculars. S’ha descrit positivitat per la proteïna β-

amiloide i TDP-43, relacionades amb degeneració56, 57, així com p62 com a 

conseqüència de la renovació proteica alterada i que està relacionada amb processos 

d’autofàgia58. A més de la presència de MHC-I a les fibres musculars, és 

característica la presència de vacuoles ribetejades així com la fibres musculars 

angulades més característiques de processos neurògens (figura 8B).  

Si el procés fisiopatològic comença amb la inflamació o bé si és la degeneració 

està en discussió ja que hi ha arguments per totes dues possibilitats 59. Malgrat això, 

el tractament amb immunosupressors no és efectiu en aquests pacients suggerint que 

els futurs tractaments hauran de dirigir-se contra els dos processos per ser efectius.  
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Fig 8. Principals característiques histopatològiques a la PM, IBM i IMNM A les biòpsies musculars de 

pacients amb PM s’observa infilitrats inflamatoris focals rodejant fibres d’aparença sana (A). A  la IBM 

s’observen canvis miopàtics crònics (augment teixit connectiu i atròfia/hipertròfia) i vacuoles (B). En els 

dos casos els infilitrats són majoritariament del tipus T CD8 (C) i l’expressió de MHC-I és difusa (D). Tinció 

de tricròmic de Gomori en una biòpsia de IMNM on s’observen fibres necròtiques (E) amb infilitrat 

macrofàgic (F) 
48

. 

 

3.1.3 Dermatomiositis 

La DM va ser inicialment descrita per Wagner a mitjans del segle XIX60, 61. Va ser a 

finals del segle XIX quan Unverricht va establir la DM com a entitat clínica amb la 

presència de eritema a la pell i debilitat muscular62, 63.  
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Des de un punt de vista epidemiològic, la DM pot debutar a qualsevol edat. Tot i així, la 

forma juvenil de DM es presenta majoritàriament entre els 5 i 14 anys d’edat i la forma 

adulta entre la cinquena i sisena dècada d’edat. És més comú entre el sexe femení i la 

incidència varia entre 0,1 a 0,93 casos per 100.000 habitants. 

 

3.1.3.1 Clínica 

El debut de la DM sol ser insidiós sense una clara manifestació. A l’exploració física 

s’observa debilitat muscular simètrica proximal, afectant la musculatura 

escapular i pelviana. Pot acompanyar-se de dolor muscular principalment als braços i 

amb la progressió de la malaltia pot afectar a la musculatura del coll i als músculs 

respiratoris47. Les lesions cutànies són molt característiques amb la presència 

d’erupcions afectant principalment al voltant dels ulls, al coll i a les extremitats64 (figura 

9).  

 

Figura 9. Lesions cutànies típiques als pacients amb DM. Eritema al tòrax (A), eritema palpebral (B), 

eritema malar (C), lesions ungunals (D), signe de Gottron (E) i eritema al coll (F).  
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Les complicacions més importants que solen aparèixer son l’afectació cardíaca i/o 

pulmonar constituint les síndromes de superposició que es desenvoluparàn més 

endavant. Cal destacar que la DM es pot associar a una neoplàsia i per tant cal 

descartar-la en el moment del diagnòstic, ja que en absència de neoplàsies la 

prognosi millora significativament. S’han descrit múltiples reactivitats d’autoanticossos 

en els pacients amb DM que s’associen amb major o menor grau a diferents fenotips 

clínics 65 i que es resumeixen a la taula 3.  

 

 

Taula 3. Associació d’autoanticossos amb determinats fenotips clínics 
66

. 

 

Cal destacar dos dels anticossos que han demostrat una utilitat clínica. Per una banda 

el al anti-TIF1γ que s’associa a la DM amb neoplàsia en el 95 % dels pacients 67. Per 

l’altra, el anti-MDA5 que s’associa a un subgrup de pacients descrits com a DM 

amiopàtica amb una important afectació pulmonar que pot ser letal68, 69.  

 

3.1.3.2 Principals característiques histopatològiques 
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Les troballes més importants a la biòpsia muscular d’un pacient amb DM són la 

presència d’infiltrats inflamatoris perivasculars que predominen en el perimisi i en 

el endomisi perifascicular. Són infilitrats principalment de macròfags CD68+ i limfòcits 

B CD20+. Poden trobar-se també limfòcits T majoritàriament CD4+ i cèl·lules 

dendrítiques plasmacitoides CD4+BDCA2+. Hi ha una disminució marcada del número 

de vasos que irriguen al múscul i els que es troben solen ser hipertròfics i poden 

contenir complexes d’atac a membrana mitjançant el dipòsit de complement. Com a 

conseqüència es poden observar petits infarts al múscul. A les fibres musculars es 

poden observar també de forma aillada dipòsits de complement, però el tret més 

caracteristic a la biòpsia és la presència d’atrofia perifascicular (figura 10A) i 

sobreexpressió de MHC-I (figura 7D) 48, 70. 

 

3.1.3.3 Patogènesi 

Basant-se en evidències indirectes, com l’associació de la DM amb altres malalties 

autoimmunes, la DM és considerada de naturalesa autoimmune. A nivell genètic s’han 

relacionat determinats haplotips autoimmunes a la DM i a més, el tractament amb 

immunosupressors és efectiu en aquests pacients. Malgrat la naturalesa autoimmune, 

altres factors no immunes s’han descrit que poden participar en la patogènesi i que 

probablement tots dos estan inter-connectats.  

 

La malaltia probablement comença amb l’activació de la via del complement i la 

formació de complexes d’atac a membrana (MAC, de l’anglès membrane attack 

complex) als capil·lars. Aquest atac pot ser degut a la presència d’autoanticossos 

contra antígens desconeguts a l’endoteli48. El dipòsit de MAC provoquen la 

destrucció de l’endoteli reduint el nombre de capil·lars al múscul i com a conseqüència 

l’aport d’oxigen i nutrients es veu alterat al múscul (figura 10B-D). Com a 

conseqüència, les fibres perifasciculars s’atrofien. A més, hi ha una infiltració cel·lular 
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facilitada per l’expressió de molècules d’adhesió com VCAM-1. Les citocines 

secretades pels infiltrats potenciarien el procés inflamatori. 

 

 

Fig 10. Patogènia de la dermatomiositis: una microangiopatia mediada per complement. L’atròfia 

perifasicular a les biòpsies musculars dels pacients amb DM és un tret molt característic (A). Els dipòsits 

de complement a la paret de les cèl·lules endotelials provoca la seva destrucció (B). Com a conseqüència, 

la densitat de capil·lars endomisials es redueix i hi ha un engruiximent dels capil·lars restants per 

compensar la isquèmia local (C vs D). Esdeveniments seqüencials proposats a la patogènia de la DM (E) 
48

. 

 

3.1.3.3.1 Mecanismes patogènics no immunològics 

Malgrat considerar-se malalties immuno-mediades, algunes observacions suggereixen 

un paper de mecanismes fisiopatogènics no immunològics. A més del fenomen de la 
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microangiopatia, s’han descrit alteracions mitocondrials que eren més prominents a les 

zones perifasciculars71. La sobreexpressió de MHC-I a la fibres musculars s’ha 

demostrat que indueix un estrés del reticle endoplasmàtic72. Estudis posteriors han 

demostrat la presència de marcadors d’estrès del reticle a les biòpsies musculars73. 

 

3.1.3.3.1.1 La microangiopatia a la DM 

Com s’ha indicat anteriorment, a la biòpsia muscular de pacients amb DM s’observen 

canvis a la microvasculatura. Hi ha dipòsit de complement C5b9 a l’endoteli, 

hiperplasia endotelial amb inclusions tubuloreticulars típiques al microscopi electrònic i 

destrucció dels vasos focal, predominantment a la zona perifascicular.  

 

No es coneix l’origen de la destrucció dels vasos ni de com la isquèmia participa en la 

patogènesi. La presència de complement als vasos suggereix que anticossos dirigits 

contra antígens endotelials podrien participar i per tant ser un esdeveniment 

desencadenant en la patogènesi de la DM. Amb la destrucció capil·lar, la perfusió 

al múscul es veuria alterada provocant episodis d’isquèmia i reperfusió local 

(I/R)48. És conegut que aquests episodis d’ I/R provoquen un dany addicional com a 

conseqüència de l’estrès oxidatiu causant alteracions microvasculars74. És conegut 

també que el fenomen de I/R provoca inflamació estèril en un context de dany o mort 

cel·lular75. Els models experiments induïts d’I/R desenvolupen lesions microvasculars 

similars a la DM76. A més, models animals autoimmunes han demostrat patir 

afectacions més severes sota lesions per I/R77. L’I/R pot activar el complement, tan per 

la via alternativa com per la via clàssica, fixant IgM naturals de baixa avidesa contra 

nous autoantigens78, com es va publicar en el cas de miosina no muscular present en 

diferents tipus cel·lulars79 suggerint una interconnexió de mecanismes immunològics i 

no immunològics.  
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Malgrat la hipòtesi del paper de la hipòxia està establerta a la patogènia de la 

DM, pocs estudis fins ara han pogut aclarit quins són els mecanismes implicats i 

les seves conseqüències a la inflamació del múscul. S’ha demostrat la presència 

de HIF1 i de factors angiogènics a les biòpsies de pacients amb DM, mentre que a la 

PM o al lupus, on les xarxes vasculars al múscul eren normals, aquests marcadors 

eren absents80. En un altre estudi posterior, es va observar HIF1α a l’endoteli de les 

biòpsies musculars de pacients amb DM, mentre que la isoforma HIF2α i factors 

d’angiogènesi es van trobar a les fibres musculars 81.  

 

3.1.3.3.2 Mecanismes patogenics immunològics 

3.1.3.3.2.1 El paper de l’interferó 

És àmpliament conegut que les citocines juguen un paper important en regular les 

respostes immunes fisiològiques i que juguen també un paper important en condicions 

patològiques. En aquesta xarxa complexe de citocines amb efectes pleiotròpics, s’ha 

prestat especial atenció al paper d’unes citocines en particular a la DM: els interferons. 

Existeixen tres tipus d’interferons diferents, de tipus I (IFN-I; principalment IFN i 

IFN), de tipus II (IFN) i de tipus III.  

 

Als últims anys, la recerca s’ha centrat en els IFN-I. S’han descrit nivells circulants de 

IFN als pacients amb DM, però no d’altres tipus de IFN82, que correlacionaven amb 

l’activitat clínica83. Estudis del perfil transcriptòmic a partir de tot el múscul de 

pacients, ha demostrat una sobreregulació significativa de gens induïts per IFN-I 

84. A més, s’ha confirmat la presència a nivell de proteïna de diferents proteïnes 

induïdes per IFN-I com ISG15, MxA i IRF7 en zones perifasciculars85. Estudis in vitro 

han demostrat que l’exposició de cultius primaris de múscul a IFN responien 

mitjançant un perfil transcriptòmic de gens induïts per IFN-I similar a l’observat en els 

pacients85. Malgrat els nivells circulants de IFN als pacients, del que l’origen n’és 
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desconegut, s’ha atribuït la font d’IFN-I a les cèl·lules plasmacitoides infiltrants al 

múscul, potents productores de IFNs84, 86. El paper del IFN a la patogènia de la DM 

esta recolzada també, pel fet d’haver-hi casos reportats del debut de la malaltia com a 

conseqüència del tractament amb IFN
87. 

 

3.1.3.3.2.2 Altres citocines 

Múltiples citocines s’han trobat desregulades a les miopaties inflamatòries encara que 

cap ha demostrat tenir utilitat com a biomarcador. A la DM, s’ha trobat un augment de 

les concentracions  circulants de la IL-6, IL-15, IL-17 i a la IL-1888-91. Encara que s’han 

trobat correlacions entre els nivells circulants amb l’activitat clínica, el valor d’aquestes 

està encara per determinar. Cal destacar la presència de BAFF (de l’anglès, B-cell 

activating factor) a les fibres perifasciculars a la DM92, un factor clau per a maduració 

de limfòcits B i per tant per la producció d’anticossos.  

 

3.1.3.3.2.3 La immunitat innata a la DM 

La fisiopatogènia de les miopaties inflamatòries i en particular de la DM, comprén 

múltiples mecanismes. Factors ambientals com les infeccions s’han relacionat com un 

desencadenant de diverses malalties autoimmunes. Fins i tot, s’ha relacionat la seva 

aparició després de vacunacions93, 94. Com s’ha comentat en apartats anterior, els IFN 

juguen un paper clau en la resposta a virus. La inducció d’IFN está mediada 

principalment per els receptors de la immunitat innata, incloent els TLRs i els RLRs. 

Estudis previs han demostrat la presència de TLRs (TLR2, TLR4 i TLR9) a les biòpsies 

de pacients amb PM i DM suggerint el seu paper en el dany tissular95. Estudis 

posteriors analitzant el perfil transcriptòmic utilitzant biòpsies de pacients amb PM 

i DM han demostrat la sobreregulació de TLRs. En concret, el TLR3 es va trobar 

sobreregulat particularment a la DM i era localitzat en cèl·lules endotelials, en cèl·lules 

inflamatòries infiltrants i a fibres musculars regenerants96. Malgrat aquestes troballes, 
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no s’ha identificat cap mecanisme específic per cap entitat. A més, els autors 

suggereixen que una limitació de l’estudi pot ser la utilització de la biòpsia muscular 

sencera on els infiltrats inflamatoris estan presents96.  

 

3.1.4 Miopaties necrotitzants immuno mediades 

Les miopaties necrotitzants immuno mediades (IMNM, de l’anglès immune-mediated 

necrotizing myopathy) son un grup heterogeni de malalties que es caracteritzen 

per CK molt elevades, per una debilitat muscular subaguda associada a la 

presència d’abundants fibres musculars necròtiques i infiltrats macrofàgics a la 

biòpsia muscular70 (figura 11). 

  

Fig 11. Tinció de hematoxilina i eosina en una biòpsia muscular d’un pacient amb IMNM on s’observa 

necrosi i abundants infilitrats inflamatoris (A). Immunohistoquímica de CD68 demostrant l’abundant infiltrat 

macrofàgic (B). Magnificació 100X. 

 

La classificació d’aquest grup heterogeni és motiu d’intens debat i d’intensa recerca97. 

Per exemple, la IMNM pot associar-se a la presència d’anticossos anti-SRP (de 

l’anglès signal recognition particle) que es caracteritza per una debilitat proximal i 

simètrica amb abundants macròfags peri i endomisials a la biòpsia. S’ha descrit una 

correlació entre els títols d’anti-SRP i els nivells elevats de CK en sèrum suggerint un 

possible paper patogènic dels anticossos98. Un altre grup s’associa a anti-HMGCR on 

la majoria dels pacients descrits prenien estatines99. El síndrome antisintetasa té una 
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heterogeneïtat clínica destacada100 i també pot associar-se a IMNM amb una debilitat 

especialment escapular, s’associa freqüentment a síndromes reumatològics i a la 

presència d’anticossos anti-sintetasa  (Jo-1, PL-7, PL-12, OJ, KS, Zo, YRS)101.  

 

3.2 Les síndromes de superposició (overlap myositis) 

La simptomatologia de la DM pot solapar-se amb altres malalties com la esclerosi 

sistèmica, la malaltia mixta del teixit connectiu, síndrome anti-sintetasa, artritis 

reumatoide o lupus eritematós sistèmic on les lesions cutànies poden ser transitòries o 

lleus. Aquestes entitats clíniques s’estan començant a reconèixer i s’anomenen 

síndromes de superposició (overlap myositis en anglès)48. Malgrat no hi ha 

biomarcadors específics per cada entitat de superposició, la determinació 

d’autoanticossos pot proporcionar evidències diagnòstiques. La distinció dels pacients 

amb miopaties inflamatòries amb síndrome de superposició és important desde el punt 

de vista pronòstic ja que sovint aquests pacients presenten complicacions que poden 

arribar a ser fatals i que per tant necessiten d’un seguiment més exhaustiu102, 103. A 

més, histologicament hi ha solapaments que en dificulten el diagnòstic. Per 

exemple, s’ha descrit que l’atrofia perifascicular, considerada clàssicament una 

troballa única a la DM, pot observar-se en síndromes de superposició com a 

l’anti-sintetasa104. Per tant, la recerca de biomarcadors d’aquestes entitats és 

necessaria.  Recentment s’ha proposat un biomarcador histològic per al síndrome anti-

sintetasa. Es va observar que el 82% de les biòpsies musculars d’aquests pacients 

presentaven l’expressió de HLA-DR a les fibres musculars amb un patró perifascicular, 

mentre que a la DM el percentatge es reduïa fins al 23%104 (figura 12). S’ha observat 

que la miositis associada al síndrome anti-sintetasa es caracteritza per inclusions 

nuclears de filaments d’actina úniques, reforçant la hipòtesi de que aquesta entitat no 

hauria d’agrupar-se amb la resta de miopaties inflamatòries105 (figura 13). 
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Fig 12. Immunohistoquímica de HLA-DR en biòpsies musculars. L’expressió de HLA-DR s’observa a les 

fibres perifasciculars en un pacient amb miopatia associada a antisintetasa (A) mentre que a una biòpsia 

d’un pacient amb DM no s’ibserva expressió de HLA-DR a les fibres musculars (B)
104

. 

 

 

Fig 13. Microscopia electrònica de biòpsies musculars de pacients amb miopatia associada a síndrome 

anti-sintetasa. Agregats filamentosos mionuclears (A-C) que són positius per actina (D)
105

. 
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II. HIPÒTESI I OBJECTIUS 

 

HIPÒTESI 

Les miopaties inflamatòries Dermatomiositis, Polimiositis i Miopatia per Cossos 

d’Inclusió comparteixen mecanismes immunopatogènics,  però n’hi ha d’haver de 

diferencials. La hipòtesi és que a la Dermatomiositis la isquèmia ha de jugar un paper 

específic, no compartit per les altres miopaties inflamatòries.  

 

Trobar aquests mecanismes tindrà implicacions diagnòstiques i terapèutiques.  

 

OBJECTIU GENERAL 

Descriure nous mecanismes patogènics específics a les miopaties inflamatòries i 

avaluar-ne la seva utilitat clínica. 

 

Objectius concrets: 

1) Estudiar el perfil transcriptòmic (microarrays) de fibres musculars MHC-I de pacients 

amb miopaties inflamatòries i controls. A partir de biòpsies musculars, aïllar les fibres 

per microdissecció làser per tal d’evitar la interferència dels infiltrats inflamatoris.  

 

2) A partir dels resultats del microarrays,  descriure noves vies específiques que 

puguin tenir un paper en la fisiopatogènia de les miopaties inflamatòries.  

 

3) Estudiar l’efecte de la hipòxia sobre els mecanismes immunològics a la DM. 

 

4) Avaluar la utilitat clínica de les troballes com a biomarcadors clínics. 
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III. MATERIAL I MÈTODES 

 

1. Pacients 

Els pacients que s’han estudiat en aquesta tesi s’han diagnosticat a la Unitat de 

Malalties Neuromusculars de l’Hospital de Sant Pau seguint les guies actualment 

existents. Addicionalment s’han obtingut biòpsies musculars de l’Hospital de la Vall 

d’Hebrón i de l’Hospital Clínic de Barcelona.  

 

2. Microdissecció làser guiada per immunofluorescència 

La microdissecció làser és una tècnica innovadora que permet l’aïllament específic 

d’estructures o tipus cel·lulars d’interès que formen part de teixits complexes (figura 

14). En aquesta tesi la microdissecció làser es va aplicar per aïllar les fibres musculars 

patològiques de biòpsies musculars de pacients amb miopaties inflamatòries per 

posteriorment fer un anàlisi transcriptòmic (microarrays) Aquestes biòpsies es 

caracteritzen per una presència d’infiltrats inflamatoris fenotípicament i 

quantitativament variable que poden dificultar-ne l’estudi de la biòpsia sencera. El 

criteri que vam seguir va ser l’aïllament de fibres musculars que expressaven MHC-I.  

 

 

Figura 14. Esquema de la microdissecció làser 
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Les biòpsies musculars es van tallar en seccions de 20 μm en un criostat i montades 

en portaobjectes per microdissecció (Expression Pathology, Rockville, MD) prèviament 

exposats a llum ultravioleta durant 30 min i recoberts amb poli-L-lisina durant 5 min 

(Sigma-Aldrich, Sant Louis, MO).  

 

Per identificar les fibres musculars patològiques que expressen MHC-I i poder aïllar-les 

posteriorment, es va desenvolupar un protocol d’immunofluorescència ràpid que 

minimitzes la degradació de RNA per als posteriors anàlisis transcriptòmics. Els talls 

criostàtics es van fixar durant 5 min amb acetona. Després de rentats amb PBS, els 

talls es van incubar amb anti-MHC-I (DAKO, Carpenteria, CA, USA) durant 15 min a 

dilució 1/5. Després de rentar amb PBS, es va incubar l’anticòs secundari de cabra 

anti-ratolí Alexa594 a 1/100 (Molecular Probes, Eugene, OR). Després de rentar amb 

PBS, les mostres es van posar en una cambra de dessecació fins començar la 

microdissecció.  

 

Les fibres MHC-I positives de 5 pacients amb DM, 5 amb PM i 5 amb IBM i les MHC-I 

negatives de controls sans es van aïllar utilitzant un microdissector Leica LMD 6000 

(Leica Microsystems). En el cas de la DM aquestes fibres estaven principalment a 

l’àrea perifascicular (figura 15), mentre que a la resta, el patró d’expressió de MHC-I 

era difús. Els infiltrats inflamatoris es van evitar durant la microdissecció. Es van 

obtenir 7 mm2 de múscul de cada mostra i van ser immediatament congelades a  –

80ºC abans de procedir a l’extracció de RNA.  
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Fig 15. Microdissecció làser guiada per immunofluorescència de MHC-I en una biòpsia 

muscular d’un pacient amb DM. 

 

3. Biologia molecular 

3.1 Microarrays 

El RNA total de les mostres procedent de la microdissecció làser es va aïllar utlitzant el 

Rneasy Micro Kit (Qiagen NV, Hilden, Germany). La qualitat i integritat del RNA extret 

es va analitzar a través d’un Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). 

Només les mostres amb RIN (nombre d’integritat de RNA) similar es van incloure a 

l’estudi. Una mostra procedent d’un pacient amb IBM es va descartar per no arribar a 

un RIN equivalent a la resta de mostres. Cinc nanograms de RNA total de cada mostra 

microdisseccionada es va utilitzar per un microarray individual utilitzant Affymetrix 

GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array. Donat que la quantitat de RNA extret a través 

de la microdissecció és molt baix, es va fer un pas previ de superamplificació obtenint 

ssDNA utilitzant Ovation™ Pico WTA System (NuGEN Technologies, San Carlos, CA). 

Després de fragmentar i marcar amb Encore® Biotin Module (NuGEN Technologies) el 

cDNA biotinilat es va hibridar en els arrays d’acord amb les instruccions del fabricant. 
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3.2 Extracció de RNA, retrotranscripció i qPCR 

El RNA total dels experiments in vitro es va aïllar mitjançant Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, USA) i es van retrotranscriure utilitzant High Capacity cDNA 

Retrotranscription Kit (Applied Biosystems, Warrington, UK) seguint les instruccions del 

fabricant. Els nivells d’expressió de mRNA es van quantificar mitjançant la PCR 

quantitativa (qPCR) utilitzant sondes fluorogèniques TaqMan (Applied Biosystems). 

Les sondes utilitzades s’indiquen a la taula 4. Els nivells d’expressió relativa es van 

determinar pel mètode Ct (ΔΔCT). El calibrador utilitzat en cada cas s’especifica al peu 

de figura corresponent. 

  

Nom del gen Sonda Taqman 

DDX58 (RIG-I) Hs00204833_m1 

B2M (2-microglobulin) Hs00984230_m1 

RSAD2 (viperin) Hs00369813_m1 

OAS1 Hs00973637_m1 

TLR3 Hs01551078_m1 

GAPDH Hs02758991_g1 

CTSB Hs00947433_m1 

CTSD Hs00157205_m1 

CTSK Hs00166156_m1 

FBX032 (Atrogin-1) Hs01041408_m1 

Desmin Hs00157258_m1 
Taula 4. Sondes Taqman utilitzades per els estudis de expressió gènica. 

 

3.3 Clonatge, plàsmids i assaig de la luciferasa 

Vam utilitzar DNA genòmic d’un donant sa com a motlle per amplificar un fragment de 

580 pb desde la regió +3495 a la regió +4075 del promotor 3’UTR de RIG-I, codificat 

pel gen DDX58 (NM_014314.3). Aquesta regió que es va clonar conté 4 elements de 

resposta a hipòxia (HRE) que es defineixen per la seqüència A/GCGTG que es troben 

a les regions +3628, +3824, +3982 i +4040 del promotor de RIG-I. La reacció de PCR 

es va fer utilitzant els següents encebadors sentit 5’ CCTCTTTGCTGATCCCTTCCA 3’ 

que conté una única diana de restricció per KpnI a l’extrem 5’ i encebador anti sentit 5’ 
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CCTCATCCCCGTTGATCTCCAG 3’ que conté una única diana de restricció per SmaI 

a l’extrem 3’. 

 

Per clonar la seqüència del promotor de IFNβ que conté la regió potenciadora 

(enchanceosoma) 106 es va amplificar la regió desde -102 a -46 utilitzant els següents 

encebadors: sentit 5’ TGCTTTCCTTTGCTTTCTCCC 3’ i anti sentit 5’ 

CAACCTTTCGAAGCCTTTGC 3’ que contenen úniques dianes de restricció per 

HindIII i NheI a l’extrem 5’ i 3’ respectivament. Els productes de PCR es van purificar 

utilitzant el Qiaquick extraction kit (Qiagen, Iberica, Madrid, Spain) i clonats en un 

plàsmid p-Spark TA (Canvax Biotech, Cordoba, Spain). El vector p-Spark que conté 

l’insert d’interès i el plàsmid pGL3b luciferasa (Promega, Madison, WI, USA) es van 

digerir amb els mateixos enzims de restricció específics (New England Biolabs, 

Ipswich, MA, USA). La lligació de l’insert amb el plàsmid pGL3b es va realitzar utilitzant 

la lligasa de DNA T4 (New England Biolabs). L’orientació correcte del fragment clonat 

es va comprobar per seqüenciació de DNA. Els plàsmids pGL3b que contenia el 

fragment de promotor de RIG-I (pGL3-RIG-I 3’UTR) i que contenia la regió 

potenciadora de IFNβ (pGL3b+IFN enhanceosome) es van purificar utilitzant Maxi prep 

kit (Qiagen). 

 

Per analitzar la capacitat de l’hipòxia en induir la transcripció dels fragments clonats 

vam utilitzar un assaig dual indicador de luciferasa (Promega) seguint les instruccions 

del fabricant. L’assaig de la luciferasa és una tècnica comunament utilitzada com a 

indicadora de l’activitat transcripcional a cèl·lules que s’han transfectat amb un 

constructe que conté el gen de la luciferasa sota el control d’un promotor d’interès 

clonat. A més a més del plàsmid reporter, cal co-transfectar un plàsmid com a control 

intern (figura 16). En aquest cas es va utilitzar el plàsmid pRLTK que codifica per la 

proteïna renilla. Els transfectants transitoris es van recol·lectar amb tampó de lisi i es 
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va calcular la relació luciferasa /renilla mesurant amb un luminòmetre (Victor3, Perkin 

Elmer, Wellesley, MA, USA). 

 

 

Fig 16. Esquema de l’assaig de la luciferasa (extret de www.promegaconnections.com) 

 

4. Assajos in vitro 

4.1 Cultius primaris humans de múscul esquelètic 

Les biòpsies musculars de pacients i controls sans es va trossejar i els explants es van 

cultivar com es va descriure prèviament 107. Per obtenir un cultiu de mioblastes pur, els 

cultius primaris es van seleccionar mitjançant separació immunomagnètica per CD56 

seguint les instruccions del fabricant (Milteny Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). 

Sols es van utilitzar els cultius amb més d’un 95% de puresa. Els mioblastes purificats 

es van cultivar en medi DMEM:M-199 (3:1) (Lonza, Basel, Switzerland) amb 10% de 

sèrum fetal boví, 10mM de glutamina i antibiòtics. Quan el cultiu de mioblastes estava 

confluent, es va induir la diferenciació reduint el sèrum fetal al medi de cultiu fins a un 

2% per obtenir miotubs multinucleats.  

4.2 Cultiu amb lligands de RIG-I i amb IFNs. 
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Els miotubs humans es van cultivar amb lligands específics de RIG-I (5’ppp 

dsRNA/Lyovec) a 2 μg/ml108. Com a control negatiu es va utilitzar la mateixa molècula 

sense la fracció 5’ppp (Invivogen, San Diego, CA). Es va afegir a diferents temps 10-

100 U/ml d’ IFNα o IFNβ (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) i 500 U/ml de IFNγ (Roche 

Diagnostics, Basel, Switzerland). 

 

4.3  Assajos d’inhibició d’IFNβ i TLR3 

Per investigar l’efecte de la neutralització d’IFNβ en miotubs activats amb lligands de 

RIG-I es van afegir concentracions creixents d’anti-IFNβ neutralitzant (10, 50 o 100 

μg/ml) eBioscience, San Diego, CA) o 50 μg/ml de control d’isotip (Becton-Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ). Per excloure possibles efectes degut a la senyalització de TLR3 

en miotubs on es va activar RIG-I, es van tractar els cultius amb cloroquina 

(Invivogen), un inhibidor de l’acidificació endosòmica necessària per la senyalització de 

TLR3109. 

 

4.4 Cultiu i transfecció transitòria de la línea HEK293 

La línia cel·lular HEK-293 cell (ATCC, CRL-1573) es va cultivar amb DMEM 

complementat amb 5% de sèrum fetal boví (Lonza), 5% de suero de cavall (Lonza), 

1mM de glutamina (Lonza), 1mM piruvat sòdic (Lonza) i 1% de penicil·lina- 

streptomicina- amfotericina-A (Lonza). La transfecció de HEK293 es va realitzar amb el 

sistema Fugene HD (Promega) seguint les instruccions del fabricant. Es van 

transfectar 400.000 cèl·lules amb 2.8 μg de DNA de pGL3b+RIG-I 3’UTR o de 

pGL3b+IFN enhanceosome. Com a control intern es va transfectar amb 120 ng de 

DNA de pRLTK (Promega) que expressa renilla sota el promotor HSV TK. Per 

experiments de sobreexpressió de RIG-I es va transfectar la línea HEK-293 amb el 

plàsmid de transfecció constitutiva pCMV-RIG-I (Origene). 

4.5   Inducció de la resposta a hipòxia 
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La resposta cel·lular d’hipòxia està modulada principalment per l’estabilització del 

factor de transcripció HIF1α. A més de la falta d’oxigen, s’ha descrit que l’estabilització 

de HIF1α es pot induir in vitro amb CoCl2. Es va induir la hipòxia afegint 250 μM de 

CoCl2 (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) al medi de cultiu corresponent a miotubs humans 

i a cèl·lules HEK293. 

 

5. Western-blot 

Per obtenir les mostres proteiques de cada condició experimental, les cèl·lules es van 

recollir i es van homogeneïtzar dos cops durant 15s en 19 volums d’un tampó que 

contenia 0.125 mol/l Tris/HCl pH 6.4, 10% glicerol, 4% SDS, 4 mol/l urea, 10% 

mercaptoetanol i 0.001% de bromofenol blau (pH final 6.8). Els extractes proteics es 

van tractar amb inhibidors de proteases i fosfatases (Roche Diagnostics). Els extractes 

es van tractar durant 3 min a 95ºC, es van centrifugar durant 3 min a 9500 i 30 μl dels 

sobrenedants es van carregar en un gel de poliacrilamida. Després de la transferència 

a una membrana de nitrocel·lulosa, els llocs d’unió d’aquesta es van bloquejar 

incubant la solució de bloqueig Odyssey (Li-Cor, Lincoln, NE, USA) / PBS (1:1). Es va 

incubar durant una hora a temperatura ambient l’anticòs primari que corresponia a 

cada condició experimental. Els anticossos secondaris  corresponents Dye680 o 

Dye800 (Li-Cor) es van incubar durant una hora a la dilució 1:7500. Les bandes 

immunoreactives es van visualitzar i quantificar utilitzant el sistema de detecció 

infraroja Odyssey (Li-Cor) i el seu corresponent software. 

 

6. ELISA 

Les concentracions d’IFNα i IFNβ dels sobrenedants dels cultius es van determinar 

utilitzant ELISAs específics seguint les instruccions del fabricant (PBL Interferon 

Source, Piscataway, NJ). Cada mostra es va analitzar per triplicat. 
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7. Histoquímica, immunofluorescència, immunohistoquímica i 

immunocitofluorescència. 

La tinció de PAS (periodic acid-Schiff) és un mètode rutinàriament utilitzat per la 

detecció de polisacàrids com el glicogen. Vam aplicar aquesta tinció en cultius primaris 

de múscul crescuts sobre cobreobjectes. Es va incubar durant 30 min amb 1% d’àcid 

periòdic en àcid acètic (Sigma-Aldrich). A continuació es van rentar amb 0.1% de 

metabisulfit sòdic en 1mM d’àcid hidroclòric (Sigma-Aldrich). Finalment les cèl·lules es 

van incubar durant 15 min amb la solució de Schiff (Merck, Darmstadt, Germany). 

 

Les immunofluorescències dobles en biòpsies musculars de RIG-I i MHC-I es van 

realitzar com prèviament s’han descrit110. Les seccions es van incubar amb un 

monoclonal de ratolí anti-RIG-I a 1/50 (Thermo Scientific, Rockford, USA) i un 

monoclonal de ratolí anti-MHC-I a 1/100 (Dako). Seccions seriades es van utilitzar per 

la detecció de RSAD2 (viperin) a 50 μg/ml (Abcam,Cambridge, MA), de MHC-I (Dako) 

a 1/100 i de IFIH1 (MDA5) a 1/1000 (Abcam). Les preparacions es van muntar amb el 

medi de montatge Fluoprep (Biomerieux, France). Per l’anàlisi de RIG-I i HLA-DR 

(1/20; Dako) a un llarg nombre de biòpsies es va utilitzar el sistema de detecció 

Novolink Polymer seguint les instruccions del fabricant. (Novocastra, Leica 

Microsystems). El producte de la reacció es va visualitzar com a precipitat marró amb 

la incubació del substrat 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Les preparacions es van muntar 

amb el medi de muntatge Aquatex. Les mostres es van avaluar per 6 investigadors 

independents. 

 

La immunolocalització de RIG-I i IFIH1 (MDA5) es va estudiar en miotubs humans 

cultivats sobre cobreobjectes. Després de passos de rentats, els miotubs es van fixar 

en metanol fred o en paraformaldehid al 4% durant 10 min. Es van incubar amb solució 

de bloqueig i posteriorment amb un conill anti-RIG-I o un conill anti-MDA5 (Abcam) 
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durant una hora. Després dels rentats es van incubar amb els anticossos secundaris 

fets en cabra anti-conill Alexa594 a 1/200. Els cobreobjectes es van muntar amb medi 

de muntatge que contenia DAPI (Vector Labs, USA). Les imatges es van obtenir amb 

un microscopi Olympus BX51 acoblat a una càmera DP72 Olympus. 

 

8. Anàlisi de l’atrofia perifascicular a biòpsies musculars 

No hi ha cap mètode establert per avaluar l’atròfia perifascicular a les biòpsies 

musculars. Vam establir la presència d’atròfia perifascicular quan hi havia una reducció 

del diàmetre de les fibres musculars que afectava una o dues fileres de fibres. Vam 

analitzar també la presència d’atròfia utilitzant un mètodes més restrictiu que incloïa 

només aquelles biòpsies que presentaven dos o més fileres de fibres musculars 

atròfiques. Per tant, el segon grup és inclòs en el primer grup. Ambdós grups es van 

analitzar per separat. Les mostres es van avaluar de manera cega per 4 investigadors 

independents. 

 

9. Estadística 

L’anàlisi dels microarrays per determinar els gens diferencialment expressats es va 

basar ajustant un model lineal de la moderació Bayesiana de la variància empírica111. 

L’anàlisi de les comparacions múltiples es van corregir pel percentatge de falsos 

positius. Les significacions estadístiques es van obtenir utilitzant els test t, Fisher o χ2 

segons correspongui. La reproductibilitat es va analitzar amb el coeficient Kappa de 

Cohen, considerant que major de 0.75 és excel·lent, entre 0.4 i 0.75 és bo, i per sota 

de 0.4 és pobre. La sensibilitat i especificitat es van analitzar amb el test de Mc Nemar. 

Un p valor menor a 0.05 es va considerar significant. L’elaboració i anàlisi de les dades 

es va fer utilitzant GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).  
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V. RESULTATS 
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A. Microarrays, validació i els efectes de RIG-I en miotubs 

1) Perfil transcriptòmic de fibres musculars MHC-I+ 

microdisseccionades. 

L’anàlisi bioinformàtic dels perfils trancriptòmics va demostrar 1.144 gens 

diferencialment expressats a la DM vs controls (906 sobrexpressats; 238 

infraexpressats), 250 a la PM vs controls (167 sobrexpressats; 83 infraexpressats) i 

485 a la IBM vs controls (308 sobrexpressats; 177 infraexpressats) (p<0.01). Quan 

vam comparar les diferents miopaties entre si, vam trobar 688 gens diferencialment 

expressats a la DM vs PM i 549 a la DM vs IBM (p<0.01).  

 

 

Figura 17. Perfil transcriptòmic a partir de microdissecció làser de fibres musculars. Heatmap de 

l’agrupació jeràrquica dels gens diferencialment expressats a fibres MHC-I positives de pacients amb DM, 

PM i IBM i fibres MHC-I negatives de controls sans (p valor ajustat <0.05; log del doble canvi>0) (A). Gens 

diferencialment expressats involucrats en la resposta immune innata, resposta a virus i producció d’IFN. (p 

valor ajustat <0.01, del doble canvi >0) (B). Valors d’expressió alts es representen en vermell i nivells 

baixos en verd. DM: dermatomiositis; CT: control; PM: polimiositis; IBM: Miopatia per cossos d’inclusió. 
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Vam analitzar els resultats per ontogènia dels gens, per determinar quines categories 

de gens implicats en diferents processos podien tenir una significància a la patogènia. 

Aquest anàlisi va demostrar una sobreregulació de la “resposta de la immunitat innata” 

(GO0045087) tant a la DM, a la PM com a la IBM vs controls. Malgrat aquestes 

diferències, quan vam comparar les miopaties entre si, vam observar que la immunitat 

innata era també significativament sobreregulada a la DM vs PM i a la DM vs IBM. El 

mateix vam observar per la categoria “resposta a virus” (GO0009615) i per la categoria 

“producció de IFN-I” (GO0032606).  

 

 GO: Immunitat innata GO: Resposta a virus GO: Producció de IFN-I 

 
Gens 

sobreregulats 
OR p 

Gens 
sobreregulats 

OR p 
Gens 

sobreregulats 
OR p 

DM  
vs  

control 
115 3,67 8,3E-26 61 4,11 1,5E-16 15 4,32 2,0E-05 

PM  
vs 

 control 
66 6,52 5,7E-28 27 4,97 2,0E-10 10 8,34 1,6E-06 

IBM  
vs 

 control 
70 5,08 6,0E-24 27 3,7 6,7E-08 8 4,77 6,0E-04 

DM  
vs 

 PM 
89 3,85 3,7E-22 50 4,58 6,9E-16 14 5,67 1,9E-06 

DM 
vs 

 IBM 
90 4,14 3,1E-24 50 4,84 9,6E-17 12 4,87 3,4E-05 

Taula 5 . Resultats dels microarrays analitzant-los per ontologia dels gens. 
GO: Gene ontology; OR: Odds ratio 

 

El receptor de la immunitat innata RIG-I, codificat pel gen DDX58, estava 

significativament sobreregulat a la DM vs controls amb un valor de l’augment 

d’expressió de log 4,1. A més el factor DDX60, que promou la senyalització de RIG-I, 

estava específicament sobreregulat a la DM (figura 18A). L’augment de RIG-I era 

també significatiu quan comparàvem DM vs PM (logFC 3,7) i DM vs IBM (log 3,7) 

(figura 18B). Un altre membre de la família dels receptors RLR, el MDA5, estava 

significativament sobreregulat a la DM vs controls (logFC 5.17), vs PM (logFC 4.14) i 

vs IBM (logFC 4) (figura 18C). El mRNA de TLR3 estava sobreregulat en DM vs 



 55 

controls (logFC 3.15), vs PM (logFC 2.8) i vs IBM (logFC 2.6) (figura 18D). OAS-1 and 

RSAD2 (Viperin) mRNAs, molècules involucrades en la resposta anti vírica, estaven 

sobre regulades en DM però no a la resta de malalties analitzades (figura 18 E i F). 

Aquests resultats reforcen la hipòtesis del paper de la immunitat innata i de les 

vies anti víriques a les miopaties inflamatòries i suggereixen un paper més 

prominent dels RLRs específicament a la DM.  

 

 

Fig 18. Valors d’expressió normalitzats demostrant la sobreregulació específicament a la DM dels mRNAs 

de DDX60 (A), DDX58 (RIG-I) (B), IFIH1 (MDA5) (C), TLR3 (D), OAS1 (E) i RSAD2 (viperin) (F) comparat 

amb PM, IBM i controls sans. * p<0.05,**p<0.01, *** p<0.001. 
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2) Validació dels resultats in vivo 

Per corroborar les troballes de l’anàlisi transcriptòmic, varem analitzar l’expressió de 

RIG-I i Viperin/RSAD2 a nivell de proteïna a les biòpsies musculars dels mateixos 

pacients. L’anàlisi immunohistoquímic va demostrar l’expressió de viperin a les fibres 

musculars dels pacients amb DM (5/5) (figura 19A) que a més eren MHC-I positives 

(figura 19B). En canvi, no es va trobar reactivitat per viperin a les biòpsies dels 

pacients amb PM ni amb IBM (figura 19D i F). Els controls eren també negatius (figura 

19H). 

 

Fig 19. Immunohistoquímica de MHC-I i RSAD2/viperin en seccions seriades de biòpsies musculars. 

Les fibres musculars que expressen MHC-I a la DM (A) mostren també l’expressió de RSAD2/viperin (B). 

Les mostres de pacients amb PM i IBM expressen MHC-I (C i E respectivament) mentre que no expressen 



 57 

RSAD2/viperin (D, F). Els controls sans ni expressaven MHC-I a les fibres musculars (G) ni RSAD2/viperin 

(H). Magnificació 100X. 

 

L’anàlisi immunohistoquímic va demostrar l’expressió de RIG-I majoritàriament a les 

fibres perifasciculars i colocalitzava amb les fibres MHC-I positives als pacients 

amb DM (5/5) (figura 20A-C). En canvi, no es va trobar reactivitat per RIG-I a les 

biòpsies dels pacients amb PM i amb IBM (figura 2E i H) excepte per fibres 

necròtiques aïllades en un pacient amb PM i un pacient amb IBM. 

Aquests resultats confirmen les troballes del perfil transcriptòmic i suggereixen que 

RIG-I podria estar involucrat en la sobreexpressió de MHC-I específicament a la DM.  
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Fig 20. Immunohistoquímica doble de MHC-I i RIG-I en seccions congelades de biòpsies musculars de 

pacients amb miopaties inflamatòries. Fibres positives per MHC-I a la DM (A) mostren la sobreexpressió 

de RIG-I (B) que colocalitzen a les àrees perifasciculars (C). Fibres musculars positives per MHC-I estan 

presents a les biòpsies de pacients amb PM (D) i IBM (G) mentre que el RIG-I no es detecta (E, H 

respectivament). Les fibres musculars de les biòpsies dels controls sans no expressen ni MHC-I (J)  ni 

RIG-I (K). Magnificació: 100X 

 

3) Efecte de l’activació de RIG-I en miotubs humans 

Per tal d’estudiar l’efecte de la via de RIG-I a cultius primaris de múscul humà, vam 

analitzar l’expressió de RIG-I en miotubs humans. Estudis de immunocitofluorescència 

en miotubs permeabilitzats van demostrar l’expressió citoplasmàtica de RIG-I (figura 

21). Aquests resultats demostraven que els miotubs humans són un bon model per 

estudiar les conseqüències de la via de RIG-I a la fisiopatogènia de la DM.  

 

 

Fig 21. Immunocitoquímica de RIG-I en miotubs humans. En condicions no permeabilitzants no es detecta 

RIG-I als miotubs (A) mentre que en condicions permeabilitzants s’observa l’expressió citoplasmàtica de 

RIG-I (B). Magnificació 200X. 

 

Es va induir l’activació de RIG-I en miotubs control i en miotubs provinents de pacients 

amb DM utilitzant lligands específics (5’ppp dsRNA/LyoVec) i lligands control. Els 

miotubs humans no produïen nivells basals detectables de IFNα ni de IFNβ mitjançant 

la tècnica de ELISA. Després de 24h d’activació de RIG-I no vam detectar nivells 

detectables de IFNs. En canvi, després de 48h vam detectar nivells significatius de 

IFNβ en els sobrenedants dels miotubs control i de pacients amb DM activats 
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amb lligand de RIG-I comparat amb el lligand control (figura 22A) mentre que el IFNα 

no es va detectar.  

Estudis de PCR quantitativa (qPCR) van demostrar que després de 48h d’activació, el 

mRNA de la β-2 microglobulin (component del MHC-I) tenia un augment significatiu en 

miotubs control (p<0.05) i en miotubs de pacients amb DM (p<0.01) (figura 23A). 

Aquests resultats es van confirmar per western-blot. Malgrat la comparació de la 

quantificació de MHC-I no tenien significància estadística, es va observar una clara 

tendència a la sobreexpressió de MHC-I en els cultius activats amb lligands de 

RIG-I (figura 22B).  

 

Fig 22. L’activació de RIG-I a miotubs humans indueix la secreció de IFNβ i la sobreexpressió de MHC-I. 

Miotubs procedents de controls sans i pacients amb DM cultivats durant 48h amb lligands específics de 

RIG-I (5’ppp dsRNA) indueixen un augment significatiu de IFNβ als sobrenadants dels cultius comparat 

amb el cultiu amb lligands control (A). El western-blot demostra un augment de l’expressió de MHC-I dels 

miotubs de controls (n=3; p=0.26) i pacients amb DM (n=4; p=0.054) activats amb lligands de RIG-I. Per la 
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quantificació de MHC-I es va utilitzar desmina com a control de càrrega. Les mostres es van analitzar per 

triplicat. *p<0.05, **p<0.01. 

 

L’anàlisi de qPCR va demostrar també que el mRNA de DDX58 (RIG-I) era 

significativament major en els cultius control activats amb RIG-I comparat amb el 

lligand control (p<0.05) (figura 23B). En el cas dels miotubs de pacients amb DM es va 

obtenir una significació de p=0.08 indicant una clara tendència. L’activació de RIG-I va 

tenir el mateix efecte sobre el mRNA de TLR3 mRNA en controls (p<0.01) tot i que en 

miotubs de DM era significatiu (p<0.001) (figura 23C). Vam observar el mateix efecte 

en OAS-1 (p<0.05) (figura 23D). El mRNA de RSAD2 (viperin) estava sobreexpressat 

en controls (p<0.05) però no en els pacients (p=0.06) (figura 23E). En conjunt, 

aquests resultats demostraven que l’activació de la via de senyalització de RIG-I 

indueix una sobreexpressió de MHC-I, la secreció de IFNβ i una retroalimentació 

positiva de RIG-I. La presència de RIG-I a les biòpsies musculars dels pacients 

amb DM podrien ser conseqüència de la seva pròpia activació.  

 

 

Fig 23. Efecte de l’activació de RIG-I a miotubs humans sobre l’expressió gènica. El cultiu durant 48h de 

miotubs de controls sans i de pacients amb DM amb lligands específics de RIG-I (5’ppp dsRNA) 
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demostren un augment significatiu de β2-microglobulina (A), de DDX58/RIG-I (B), de TLR3 (C), d’OAS1 

(D) i de RSAD2 (viperin) (E) comparat amb el lligand control. RQ: quantificació relativa utilitzant GAPDH 

com a control endògen i miotubs sense tractar com a mostra calibradora. Les mostres es van analitzar per 

triplicat. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

4) L’efecte de l’activació de RIG-I és depenent de IFNβ i 

independent de TLR3. 

 Per avaluar si els efectes de l’activació de RIG-I en miotubs són deguts a un efecte 

autocrí de la secreció de IFNβ provocats epr l’activació de RIG-I, vàrem bloquejar 

aquesta citocina amb un anticòs específic en cultius activats.  

Després de 48h d’activació, la inducció del mRNA de la β-2 microglobulina va disminuir 

en un 69% (p<0.05) (figura 24A). Vàrem observar també una disminució en l’expressió 

de DDX58 (RIG-I) (50%) i de TLR3 (75%) (figura 24B i C). Aquests resultats 

indicaven que els efectes de l’activació de RIG-I en miotubs són majoritàriament 

mediats per IFNβ. 

 

 

Fig 24. Experiments de bloqueig d’IFNβ en miotubs cultivats amb lligands de RIG-I. La presència d’anti-

IFNβ disminueix significativament l’expressió de β2-microglobulina (MHC-I) (A), de DDX58/RIG-I (B) i de 

TLR3 (C) en miotubs cultivats amb 5’ppp dsRNA durant 48h. RQ: quantificació relativa utilitzant GAPDH 

com a control endògen i miotubs amb lligands de RIG-I control com a calibrador. Les mostres es van 

analitzar per triplicat. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Per tal d’establir que els resultats obtinguts eren específics del reconeixement per RIG-

I, vam bloquejar l’efecte del TLR3 amb cloroquina en cultius activats, ja que el TLR3 

reconeix també dsRNA. Aquests experiments van demostrar que malgrat l’adició de 

cloroquina, es  mantenia l’augment significatiu de β-2 microglobulina, DDX58 (RIG-I) i 

de TLR3 (p<0.05) (figura 25) indicant que els efectes dels lligands de RIG-I a 

miotubs humans són independents de la via de senyalització del TLR3. 

 

 

Fig 25. Experiments de bloqueig de TLR3 en miotubs control activats amb lligands de RIG-I. La 

sobreregulació del mRNA de β2-microglobulina (A), de DDX58/RIG-I (B) i de TLR3 (C) es manté en cultius 

amb lligands de RIG-I i cloroquina (bloqueig de TLR3). RQ: quantificació relativa utilitzant GAPDH com a 

control endògen i cultius amb lligand control de RIG-I com a calibrador. Les mostres es van analitzar per 

triplicat. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

B. L’efecte de la hipòxia als mecanismes immunes a la DM. 

Després de la identificació de RIG-I com a possible actor en la fisiopatogènia muscular 

a la DM, vam estudiar-ne el seu possible origen i les conseqüències de la 

sobreexpressió de RIG-I. 

 

5) Presència de gens induïts per hipòxia a la DM.  

L’anàlisi per ontologia dels gens (GO) va demostrar a la DM comparat amb els controls 

un augment significatiu de gens inclosos a les categories “resposta a la hipòxia” (GO: 

0001666 ; p=1.7e-6; Odds ratio (OR)= 2.58), “resposta cel·lular a la hipòxia” (GO: 

0071456; p=0.00634; OR=3.46), “resposta cel·lular als nivells d’oxigen” (GO: 0071453; 
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p=0.00125; OR=3.42) i en “resposta a nivells d’oxigen” (GO: 0070482; p=2.14e-7; 

OR=2.69). Quan vam comparar DM vs PM vam trobar a la DM un augment significatiu 

de gens inclosos a la categoria “resposta a la hipòxia“ (p=0.00018; OR=2.36) i en 

“resposta al nivells d’oxigen” (p= 9.7e-5; OR= 2.38). En canvi no vam trobar diferències 

significatives en aquestes categories quan vam comparar DM amb IBM i comparant 

PM vs IBM (figura 26). 

 

Cal destacar que el factor de transcripció clau que modula la resposta a hipòxia, 

HIF1α, i que està inclòs en les categories anteriorment esmentades, està augmentat 

significativament en DM vs controls (p= 0.0015) però no en PM i IBM vs controls 

(p=0.45 and p=0.76 respectivament). Quan vam comparar els valors d’expressió de 

HIF1α entre les diferents patologies,  vam observar un augment significativa a la DM 

vs PM (p=0.016) però no vam trobar significació estadística en DM vs IBM (p=0.09), 

malgrat observar una clara tendència. Aquestes dades indiquen un paper prominent de 

la hipòxia a la DM comparat amb PM i IBM.  
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Figura 26. Heatmap dels valors d’expressió de gens involucrats en la resposta cel·lular a la hipòxia. C: 

control; DM: dermatomiositis; PM: polimiositis; IBM: miopatia per cossos d’inclusió. Els valors d’expressió 

alts es representen en vermell els nivells baixos en verd 

 

6) Identificació d’elements de resposta a hipòxia (HRE) putatius al 

promotor humà del gen DDX58/RIG-I.  

Vam analitzar mitjançant eines bioinformàtiques la presència de HRE ((A)/(G)CGTG) a 

seqüències reguladores de gens que podrien participar a la immunopatogènia de la 

DM. Els resultats van demostrar que DDX58/RIG-I (NM_014314.3) contenia a la regió 

3’UTR del seu promotor 4 HRE (+3469, +3676 +3835, +3893) (figura 26A). ISG15 

contenia un HRE a la regió 5’UTR (-125) mentre que OAS2 en tenia un a 3’UTR  

(+2755). En canvi, no vam trobar cap HRE en cap regió reguladora dels promotors de 

TLR3, MyD88, Rnase L, OAS1, OAS3, β-2-microglobulina, IFNα, IFNβ i IFNγ. 
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7) La sobreexpressió de RIG-I és depenent de HIF.  

Vam analitzar la capacitat de resposta dels HRE presents al promotor de RIG-I en 

condicions d’hipòxia. Vam realitzar un assaig funcional utilitzant la transfecció de 

HEK293 amb un plàsmid reporter de luciferasa (pGL3) que incloïa el fragment de 

580pb del promotor de RIG-I que contenia els 4 HRE (figura 27A). Els assajos de 

luciferasa van demostrar un augment significatiu de luminescència dels nivells 

de luciferasa/renilla en condicions d’hipòxia comparada amb normòxia (p<0.001) 

(figura 27B).  

 

 

Fig 27. L’anàlisi bioinformàtic demostra que el promotor de RIG-I conté 4 elements de resposta a hipòxia 

(en negreta). Els rectangles grisos són les seqüències a partir de les que es van dissenyar els encebadors 

per amplificar la regió de 580 pb per clonar-les a un plàsmid pGL3 reporter (A). La transfecció de cèl·lules 

HEK-293 amb pGL3b-RIG-I 3’UTR cultivades en condicions d’hipòxia (CoCl2) indueix un augment 

significatiu en la relació luciferasa/renilla comparat amb les mateixes cèl·lules transfectades cultivades en 

normòxia (B). ** p<0.01. 

 

8) La hipòxia indueix l’expressió de RIG-I a miotubs humans 

Vam estudiar l’expressió de RIG-I de miotubs humans cultivats en condicions 

d’hipòxia. L’anàlisi de mRNA va demostrar un augment significatiu del mRNA de RIG-I 

a 24h i 72h d’hipòxia (p<0.05) (figura 28A). Aquests resultats es van confirmar per 
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western blot demostrant que la hipòxia indueix la sobreexpressió de RIG-I a 

miotubs humans quan HIF1α estava present. L’expressió de RIG-I era encara major 

amb la presència de lligands de RIG-I tant en normòxia com en hipòxia induïda per 

CoCl2, confirmant els nostres resultats previs (figura 28B).  

 

 

Fig 28. RIG-I es sobreexpressa d’una manera depenent de HIF en miotubs humans. El mRNA de RIG-I 

(DDX58) incrementa significativament després de cultivar miotubs humans durant un i tres dies en 

condicions d’hipòxia (CoCl2) (A). La sobreregulació del mRNA de RIG-I correlaciona amb un increment de 

la proteïna de RIG-I. El màxim d’expressió de RIG-I s’observa quan es cultiva amb lligands de RIG-I 

(5’ppp). 

 

9) La hipòxia indueix RIG-I d’una manera independent d’IFN 

Per clarificar si la presència de RIG-I a la DM podria ser degut secundàriament a 

l’efecte de IFN, és a dir si els IFN estabilitzessin HIF1α i com a conseqüència 

s’expressés RIG-I, vam tractar miotubs humans amb IFNα, IFNβ o IFNγ i vam avaluar 

l’estabilització de HIF1α. Vam confirmar l’efecte dels IFNs analitzant per 

immunofluorescència la translocació al nucli de STAT-1 o STAT-2 i per WB l’expressió 

de RIG-I i HIF1α. No es va observar HIF amb el tractament amb IFNs, 

independentment del temps i concentracions. Sols quan la hipòxia va ser induïda es va 

observar HIF1α. Vam observar un augment de l’expressió de RIG-I quan es va afegir 

al cultiu els IFN, malgrat IFNβ va ser-ne el major inductor (figura 29). Aquests 

resultats indiquen que la hipòxia indueix l’expressió de RIG-I d’una manera 

depenent de HIF i independent de IFNs. 
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Fig 29. Efecte del cultiu de miotubs humans amb IFNα, IFNβ, o IFNγ sobre l’expressió de HIF i RIG-I. Els 

tres IFNs indueixen una sobreexpressió de RIG-I, sent IFNβ el que indueix una major expressió de RIG-I. 

No es va detectar HIF en cap de les condicions de cultiu amb IFNs. C-: Miotubs sense tractar, C+: Miotubs 

cultivats amb 5’ppp dsRNA. 

 

10) La sobreexpressió de RIG-I indueix l’activació de la cascada de 

senyalització.  

Vam reproduir in vitro la sobreexpressió de RIG-I que s’observa a les fibres musculars 

a la DM mitjançant la transfecció de cèl·lules HEK293 amb un plàsmid d’expressió 

constitutiva de RIG-I (pCMV-RIG-I). La transfecció de pCMV-RIG-I va demostrar la 

presència de IRF3-P per western-blot tant en normòxia com en hipòxia i en absència 

de lligands de RIG-I mentre que el control negatiu no tenia IRF3 fosforilat (IRF3-P) 

(figura 30A). Aquests resultats indiquen que la sobreexpressió de RIG-I indueix la 

seva pròpia activació per se i ens van fer hipotetitzar que altes quantitats de RIG-I 

provocarien una major inducció de IFNβ. Per això, vam comparar mitjançant assajos 

de luciferasa en normòxia i en hipòxia, la capacitat transcripcional de l’activació de 

RIG-I per induir pGL3b-IFNβ amb la presència o no de pCMV-RIG-I. Els assajos de 

luciferasa van demostrar un augment significatiu de luminescència quan es va 

cotransfectar el pCMV-RIG-I a les 24h (p<0.001) i a les 48h (p<0.05) (figura 30B). 

Aquests resultats conjuntament suggereixen que altes quantitats de RIG-I 

provocarien la seva activació i per tant una major capacitat de secretar IFNβ. 



 68 

 

Fig 30. La sobreexpressió de RIG-I indueix la transcripció de IFNβ. Cèl·lules HEK-293 transfectades amb 

el plàsmid d’expressió constitutiva pCMV-RIG-I indueix l’expressió de IRF3 fosforilat (P-IRF3) (A).  La co-

transfecció de HEK-293 amb pGL3b-IFNβ enhanceosome i pCMV-RIG-I  demostra un augment significatiu 

de la senyal de luciferasa indicant una transcripció de IFNβ quan RIG-I està sobreexpressat.  *p<0.05; 

***p<0.001. 

 

11) Efecte de la hipòxia en la diferenciació, atròfia muscular i 

metabolisme. 

A partir de cultius primaris humans vam avaluar l’efecte de la hipòxia en la 

diferenciació muscular analitzant la miogenina. La miogenina és un factor de 

transcripció que durant la diferenciació muscular augmenta la seva expressió. 

Els miotubs cultivats en condicions d’hipòxia van demostrar nivells reduïts de 

miogenina (figura 31A). D’acord amb aquests resultats, vam observar una 

disminució de miotubs multinucleats, suggerint que la hipòxia té un efecte 

inhibitori a la diferenciació muscular. Vam estudiar l’efecte de la hipòxia 

mitjançant l’estudi de l’expressió gènica de proteases (catepsines (CTS) B, D i 

K) i d’atrogina-1 (FBX032), un factor clau a l’atròfia muscular. Els miotubs en 
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condicions d’hipòxia van demostrar un augment significatiu en l’expressió de 

CTSB (figura 31B), CTSD (figura 31C), CTSK (figura 31D) i FBX032 (figura 

31E). Vam observar també que la hipòxia induïa l’acumulació de material PAS+ 

als miotubs, i per tant, un augment de l’acumulació de polisacàrids com el 

glicogen (figura 31F i G). Aquests resultats conjuntament indiquen que la 

hipòxia indueix la desdiferenciació muscular, que intervé en l’atròfia muscular i 

que produeix un acumulació de polisacàrids.  
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Figura 31. Efecte de la hipòxia en el metabolisme, la diferenciació muscular i en la atròfia muscular. 

Western blot de miotubs humans cultivats en hipòxia tenen una reducció de la expressió de miogenina. La 

reducció de la miogenina coincideix amb l’estabilització de HIF1α (A). La hipòxia indueix un increment de 

la expressió dels gens relacionats amb proteolisi i atròfia: CTSB (B), CTSD (C) CTSK (D) i FBXO32 

(Atrogin-1) (G). La tinció de PAS en miotubs en normoxia (F) i en hipòxia on s’observa un increment de 

material PAS positiu (G). Barra d’escala: 20 µm. Nx= Normoxia, Hx= Hipòxia. 

 

C. Valor de l’expressió de RIG-I com a biomarcador a les 

biòpsies musculars de DM 

La presència d’atròfia perifascicular a la biòpsia muscular de pacients amb DM és 

considerada patognòmica. Malgrat aquesta associació clàssica, ni totes les biòpsies de 

DM tenen atrofia perifascicular ni aquesta està restringida a la DM. Algunes malalties 

autoimmunes sistèmiques que presenten afectació muscular poden presentar atròfia 

perifascicular (per ex. malaltia mixta del teixit connectiu, escleroderma o artritis 

reumatoide). A més, no existeix un consens per la valoració de l’atròfia perifascicular 

que en dificulta la interpretació. 

 

12) L’atrofia perifascicular que afecta a dues files de fibres 

musculars s’associa a la DM. 

En aquest estudi, vam avaluar la presencia d’atròfia perifascicular en 105 biòpsies 

musculars patològiques. Vam incloure biòpsies de pacients amb entitats que podrien 

presentar confusió al diagnòstic amb DM (taula 6) i 10 controls sans que no es van 

incloure a l’anàlisi estadístic ja que no són biòpsies confusores. 
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 Diagnòstic Total 

 

Miopaties 

inflamatòries 

(n=71) 

DM 44 

PM 16 

IBM 6 

IMNM 5 

 

Miopaties 

amb 

superposició 

(n=26) 

ASS 8 

AR 2 

SLE 2 

SSc 5 

Sjögren 5 

MCTD 4 

Distròfies 

musculars 

(n=8) 

Dysf 4 

FSHD 4 

Total 105 

Taula 6 DM: Dermatomiositis; PM: Polimiositis; IBM: Miopatia per cossos d’inclusió; IMNM: Miopatia 

necrotitzant immuno mediada; ASS: Sindrome antisintetasa; AR: Artritis reumatoide; SLE: Lupus 

eritematós sistèmic; SSc: Scleroderma i scleromiositis; MCTD: Malaltia mixta del teixit connectiu; Dysf: 

Disferlinopatia; FSHD: Distrofia muscular fascioscapulohumeral 

 

Vam valorar l’atròfia perifascicular tenint en compte si la reducció del diàmetre de les 

fibres musculars afectava una o dues files de fibres perifasciculars. Vam observar que 

el 15% de les biòpsies musculars patològiques presentaven dues files d’atròfia 

perifascicular. En canvi, avaluant sols una fila de fibres vam observar que el 28% de 

les biòpsies presentaven atròfia. Analitzant les biòpsies de pacients amb DM vam 

observar que el 25% (11/44) presentaven dues files mentre que el 36% (16/44)  

presentaven una fila de fibres perifascicular atròfiques. Per tant, en conjunt vam 

observar que el 61% (27/44)  de les biòpsies de pacients amb DM presentaven atròfia 

perifascicular. Analitzant les biòpsies de pacients sense DM vam observar que el 8% 

(5/61) presentaven dues files (1 ASS, 2 SSc, 1 MCTD, 1 AR) mentre que el 21% 

(13/61) presentava una fila de fibres perifasciculars atròfiques.  Per tant, vam observar 
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que el 29% (29/61) de les biòpsies musculars de pacients sense DM tenien atròfia 

perifascicular. L’anàlisi estadístic va demostrar que l’atròfia perifascicular que afecta 

a dues files de fibres musculars està significativament associada a la DM 

(p=0.018). En canvi, la presencia d’una fila no s’associava estadísticament a la DM 

(p=0.089).  

 

13) L’expressió perifascicular de RIG-I s’associa a la DM. 

L’expressió perifascicular de RIG-I es va observar amb una major freqüència a les 

biòpsies de pacients amb DM comparat amb la resta de biòpsies patològiques (figura 

32). Es va observar RIG-I en el 50% (22/44) de les DM mentre que es va observar sols 

en un 11% (7/61) a les biòpsies de pacients sense DM. L’anàlisi estadístic va 

demostrar que l’expressió perifascicular de RIG-I s’associa significativament a la 

DM (p<0.001). Cinc de les set biòpsies de pacients sense DM que presentaven 

expressió de RIG-I, aquesta no era perifascicular ni tenien atròfia perifascicular (1 

ASS, 2 IBM, 1 AR i 1 SSc). En canvi les dues biòpsies restants (1 SLE i 1 MCTD) 

l’expressió de RIG-I era perifascicular i presentaven atròfia perifascicular. La resta de 

pacients amb ASS eren negatives per RIG-I i a més totes excepte una presentaven 

expressió de HLA-DR perifascicular (figura 33A i B), corroborant estudis previs 104, on 

el HLA-DR no està associat a la DM (figura 33D). RIG-I va ser negatiu a la resta de 

miopaties inflamatòries (PM i IMNM) i a les distròfies musculars (Dysf i FSHD) (taula 

7). 
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Fig 32. Hematoxilina-eosina i immunofluorescència de RIG-I en seccions seriades d’una biòpsia muscular 

d’un pacient amb DM.  Presència d’atròfia perifascicular (*) (A) I d’expressió perifascicular de RIG-I. 

Magnificació 100X. 

 

 

Fig 33. Tinció de RIG-I i HLA-DR en seccions seriades de biòpsies musculars.  L’expressió de RIG-I és 

absent en un pacient amb miopatia del síndrome anti-sintetasa (A) mentre HLA-DR s’expressa a les fibres 

musculars (B).  En un pacient amb DM, la biòpsia demostra una expression perifascicular de RIG-I (C) 

mentre que el HLA-DR és absent a les fibres musculars (D). Magnificació 100X. 
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 Diagnòstic 
Atròfia 

perifascicular
1
 

Atròfia 

perifascicular 

(2 files) 

RIG-I + Total 

 

Miopaties 

inflamatòries 

(n=71) 

DM 16 (36%) 11 (25%) 22 (50%) 44 

PM 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 16 

IBM 0 (0%) 0 (0%) 2 (33%) 6 

IMNM 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 5 

 

Miopaties 

amb 

superposició 

(n=26) 

ASS 7 (88%) 1 (13%) 1 (13%) 8 

AR 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%) 2 

SLE 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%) 2 

SSc 3 (60%) 2 (40%) 1 (20%) 5 

Sjögren 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 5 

MCTD 1 (25%) 1 (25%) 1 (25%) 4 

Distròfies 

musculars 

(n=8) 

Disf 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 

FSHD 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4 

Total 29 (28%) 16 (15%) 29 (28%) 105 

Taula 7. Resum dels resultats obtinguts
 

1
Atrofia perifascicular inclou una o més fileres de fibres musculars atròfiques. 

DM: Dermatomiositis; PM: Polimiositis; IBM: Miopatia per cossos d’inclusió; IMNM: Miopatia necrotitzant 

immuno-mediada; ASS: Sindrome anti-sintetasa; AR: Artritis reumatoide; SLE: Lupus eritematós sistèmic; 

SSc: Escleroderma i escleromiositis; MCTD: Malaltia mixta del teixit connectiu; Disf: Disferlinopatia; FSHD: 

Distròfia muscular escapulohumeral. Els controls sans estan exclosos en aquest anàlisi. 

 

14) Valor de l’atròfia perifascicular i l’expressió de RIG-I pel 

diagnòstic de DM. 

Vam comparar la utilitat de l’atròfia perifascicular (una, dues o més fileres de fibres 

musculars) amb la tinció de RIG-I per la seva aplicabilitat al diagnòstic diferencial. 

L’especificitat de l’atròfia perifascicular per al diagnòstic de DM considerant dues 

fileres és significativament major que considerant una filera (92% vs 79%: p<0.01). En 

canvi, no vam trobar diferències a la sensibilitat comparant atròfia en general amb 

atròfia restringida a dues o més fileres, tot i que es va observar una clara tendència 

(36% vs 25%; p=0.06). L’expressió perifascicular de RIG-I demostrava una 

sensibilitat significativament major comparat amb la presència de dues fileres de 

fibres atròfiques (50% vs 25%; p<0.01), ja que 3 mostres no DM (2 SSc and 1 ASS) 
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presentaven dues o més fileres d’atròfia però eren negatives per RIG-I. En canvi, no 

vam trobar diferències significatives en la sensibilitat comparant RIG-I amb atròfia en 

general (50% vs 36%) (p=0.08). Tampoc vam trobar diferències en la especificitat 

entre RIG-I i atròfia en general  (p=0.08) ni comparat amb dues o més fileres (p=0.72). 

Curiosament, amb absència d’atròfia perifascicular, un 32% (9/28) de les mostres 

de DM presentaven expressió perifascicular de RIG-I, mentre que a les mostres de 

no DM es va observar només en un 6% (3/48) (p=0.007). Vam trobar també 

diferències significatives a RIG-I entre les DM i el grup de pacients amb miopaties 

inflamatòries amb síndromes de superposició (50% vs 19%; p=0.01). Quan vam 

comparar la reproductibilitat entre la interpretació de RIG-I i de l’atròfia perifascicular, 

vam observar que la interpretació de RIG-I era més reproduïble que l’atròfia 

(coeficient κ 0.51 vs 0.37). En resum, per al diagnòstic de DM la major sensibilitat es 

va obtenir amb RIG-I (50%) i la major especificitat es va obtenir amb la valoració de 

dues o més fibres d’atròfia perifascicular (taula 8). 

 

Taula 8. Comparativa atròfia perifascicular i RIG-I per al diagnòstic de DM 

1
Atrofia perifascicular inclou una o més fileres de fibres musculars atròfiques. *Associació entre dues 

variables es va fer utilitzant el test exacte de Fisher. **La sensibilitat i l’especificitat es van comprar amb el 

test de McNemar.  ***La reproductibilitat es va obtenir utilitzant el coeficient κ de Cohen. Els controls sans 

es van excloure de l’anàlisi.  

 
Atròfia 

perifascicular
1,a

 

Atròfia 

perifascicular
1 

(2 files)
b
 

RIG-1
c
 

  

DM 

(N; %) 
16 (36%) 11 (25%) 22 (50%)  

 

No DM 

(N; %) 
13 (21%) 5 (8%) 7 (11%)  

 

p* 0.09 0.02 <0.001   

    p (a vs c)
**
 p (b vs c)

** 

Sensibilitat 36% 25% 50% 0.08 0.005 

Especificitat 79% 92% 88% 0.08 0.7 

Reproductibilitat (κ)
***

  0.37 0.51   
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VI. DISCUSSIÓ 

Les miopaties inflamatòries són un grup minoritari i molt heterogeni de malalties que 

actualment no tenen ni biomarcadors ni tractaments específics. Actualment el 

tractament es basa en l´ús empíric d’immunosupressors amb una resposta clínica que 

és molt variable48. Els resultats d’aquesta tesi doctoral han obert un nou camp en la 

patogènia de la DM. A més, les noves vies cel·lulars descrites aquí serán útils per al 

futur disseny de noves estratègies terapèutiques. Per últim, els resultats tenen una 

aplicabilitat a la pràctica clínica com a eina diagnòstica en la biopsia muscular. 

 

La primera part d’aquesta tesi es va centrar a posar a punt la tècnica de 

microdissecció làser. Aquesta tècnica novedosa va permetre estudiar el múscul 

d’aquest grup de pacients evitant la interferència dels infiltrats inflamatoris, de 

naturalesa heterogènia entre les diferents entitats clíniques, ja que uns grups tenen 

més cèl.lules T, altres B i altres macròfags. Aquesta característica ha sigut reconeguda 

a la bibliografia com una limitació per l’estudi de les biòpsies d’aquests pacients 96. 

L’aplicació d’aquesta tècnica ha demostrat ser útil ja que s’han corroborat resultats 

prèviament publicats 84, 96 i ha afegit noves vies a explorar fins ara desconegudes. 

Partint de biòpsies musculars de 5 pacients amb DM, 5 amb PM, 5 amb IBM i de 5 

controls vam estudiar l’expressió de més de 16.000 gens mitjançant la tecnologia de 

microarrays. A més a més, vam establir un criteri per la selecció de les fibres 

musculars i era que només aïllàvem aquelles fibres musculars patològiques que 

presentaven una sobreexpressió de MHC-I. Aquest és un tret comú a la biòpsia 

d’aquest grup de pacients malgrat els mecanismes que l’indueixen en cada cas poden 

ser diferents 48. S’ha demostrat en models experimentals murins que la sobreexpressió 

de MHC-I a les fibres és suficient per provocar inflamació al múscul 112. Aquests 

resultats indiquen un paper patogènic del MHC-I independentment dels infiltrats 

inflamatoris. Per altra banda s’ha atribuït un possible paper en la patogènia als IFNs. 
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Els estudis transcriptòmics previs utilitzant biòpsies musculars (incloent fibres 

musculars i infiltrats inflamatoris entre altres) de pacients amb miopaties inflamatòries 

han demostrat la sobreregulació de gens induïts per IFN-I, fenomen anomenat “la 

signatura del IFN-I” 84. Malgrat aquests resultats, no s’ha pogut trobar un possible 

candidat que pogués explicar la sobreproducció de IFNs i per tan la sobreregulació 

dels seus gens diana. En canvi, s’ha pogut relacionar específicament a la DM la 

presència d’algunes proteïnes induïdes per IFN (p.ex. ISG15 i MxA) que podrien 

participar en l’atròfia muscular però no explicarien un mecanisme desencadenant de la 

resposta inflamatòria al múscul 85. Malgrat els IFNs s’han relacionat amb les diferents 

entitats, correlacions clinico-immunològiques han demostrat que els nivells circulants 

de IFNβ correlacionen amb l’activitat específicament de la DM 82. 

 

Els resultats dels experiments de microarrays no només van confirmar resultats previs, 

on la contribució del IFN és significativa en les condicions patològiques respecte els 

controls sino que els nostres estudis demostraven una major contribució de la 

producció de IFN-I i de la immunitat innata a la DM respecte a la PM i a la IBM. De 

manera específica vam trobar a la DM una alta presència de sobreregulació de gens 

involucrats en el reconeixement de RNAs, entre ells i de manera molt significativa 

DDX58 (RIG-I). RIG-I és un receptor citoplasmàtic de la immunitat innata capaç de 

reconèixer dsRNA i que com a conseqüència activar els factors de transcripció 

involucrats per induïr la síntesi i secreció de IFN 14. Donats aquests resultats vam 

decidir centrar els nostres estudis en RIG-I ja que podia explicar l’inici de la inflamació 

local a diferència de les molècules induïdes per IFN fins ara descrites a la DM. Vam 

validar els resultats dels microarrays a nivell de proteïna a les biòpsies musculars. Els 

experiments d’immunofluorescència a les biòpsies musculars de partida van demostrar 

la sobreexpressió de RIG-I i Viperin (RSAD2) a les fibres musculars perifasciculars 

dels pacients amb DM, mentre que no es va detectar ni en PM, ni en IBM ni en els 

controls. La viperin és una proteïna amb un paper antiviral i un paper emergent a la 
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senyalització de la immunitat innata 113. La interacció de viperin amb MAVS indueix la 

senyalització de receptors de la familia del RIG-I 114. Aquesta interacció redueix la 

generació d’ATP cel·lular i modula la dinàmica mitocondrial. Actua també sobre la 

replicació viral associant-se amb el reticle endoplasmàtic per modificar la seva activitat 

115. Per tant, l’estrés de reticle endoplasmàtic previament demostrat a la patogènia 

podria explicar-se per la viperin 72, 116.  

 

Les immunofluorescències dobles a les biòpsies de DM van demostrar que RIG-I 

colocalitzava amb les fibres sobreexpressants de MHC-I. Aquests resultats ens van fer 

hipotetitzar que RIG-I podria actuar com a inductor de MHC-I a la DM. Els resultats in 

vitro utilitzant cultius primaris humans de múscul van demostrar que RIG-I indueix la 

secreció de IFNβ i com a conseqüència una sobreexpressió de MHC-I i altre 

vegada de RIG-I. A més, provocava la sobreexpressió de múltiples gens induïts per 

IFN de l’anomenada “signatura del IFN-I” a la DM (per ex. OAS, RSAD2 (viperin)). Per 

tant, l’activació de RIG-I indueix un cercle que s’autosustenta, incloent la 

sobreexpressió de IFN-I i MHC-I, i que situa a la fibra muscular independentment 

dels infiltrats inflamatoris, com a cèl·lula immunològica no professional capaç de 

mantenir la resposta immunològica local. 

 

Malgrat aquests resultats no expliquen els mecanismes responsables de l’activació de 

RIG-I, els nostres resultats i la bibliografia suggereixen que a la DM, RIG-I està activat 

i que els lligands serien DAMPs. La sobreregulació de DDX60, un factor que promou 

l’activació de RIG-I 117 reforça aquesta hipòtesi. S’ha descrit que la cèl·lula en un 

ambient d’IFN i per tant adquirint un estat cel·lular antivíric, indueix una sèrie de 

processos per evitar la replicació citoplasmàtica del virus 118. Un dels més importants 

consisteix en activar la via OAS-RNaseL per induir la degradació de RNAs 

citoplasmàtics 119, 120. A més d’actuar sobre els RNAs vírics, la RNAseL pot actuar 

sobre RNAs propis generant lligands endògens per RIG-I 121. Per altra banda, la 
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generació de lligands endògens podria explicar-se a la DM per l’estrés cel·lular degut a 

la hipòxia/isquèmia. Aquest ambient potenciaria la presència de restes cel·lulars que 

podrien induir inflamació estèril 122. Aquests resultats ens van fer hipotetitzar que la 

hipòxia podria jugar un paper important en activar la immunitat innata al múscul.  

 

La segona part d’aquesta tesi va demostrar una nova connexió entre la hipòxia i 

la immunitat innata. La presència d’atròfia perifascicular i l’observació clàssica de la 

pèrdua de capil·lars a la biopsia dels pacients amb DM, indiquen una important 

contribució de la hipòxia a la fisiopatogènia. L’anàlisi del microarrays va demostrar que 

gens involucrats en la resposta a hipòxia estan significativament sobreregulats a la 

DM. Vam establir un model d’hipòxia in vitro utilitzant CoCl2 als cultius de HEK293 i 

primaris humans. El cultiu amb CoCl2 com a mimètic d’hipòxia és àmpliament utilitzat i 

ofereix una avantatge destacada en comptes de una reducció d’oxigen. Permet l’estudi 

unicament dels mecanismes mediats per HIF i en canvi, la reducció d’oxigen influencia 

altres vies cel·lulars a més de HIF. 

L’anàlisi in silico del promotor humà de RIG-I va demostrar que conté regions 

de resposta a hipòxia (HRE), i d’acord amb aquesta troballa vam demostrar que la 

hipoxia (mitjançant HIF1α) indueix la sobreexpressió de RIG-I a la DM. La 

sobreexpressió de RIG-I per HIF1α es va demostrar amb diferents tècniques: assajos 

de luciferasa, qPCR i western-blot. A més els nostres resultats permeten discernir que 

l’origen de RIG-I és degut a HIF1α i no secundariament a la estabilització de HIF1α a 

causa dels IFNs. Quan vam estudiar els efectes de la sobreexpressió de RIG-I vam 

observar altes quantitats de RIG-I indueix la fosforilació de IRF3 i la transcripció d’IFN.  

 

Desde un punt de vista del sentit biològic, la sobreexpressió de RIG-I a 

conseqüència de la hipòxia es pot explicar per un ambient cel·lular ric en 

DAMPs, on l’expressió de receptors de la immunitat innata és necessària per 

controlar i compensar la inflamació estèril. De fet, s’ha descrit que la presència de 
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RNAs degut a dany per isquèmia/reperfusió contribueix a la inflamació miocàrdica123. 

En la mateixa línia, s’ha suggerit que la immunitat innata podria modular la inflamació a 

la AR41 que es considera patir una hipòxia tissular124. Per tant, el mecanisme 

inflamatori autosustingut que proposem a la DM es podria explicar per l’eix HIF-

RIG-IFN. S’ha demostrat que models animals d’isquèmia-reperfusió hepàtica, el dany 

disminuïa significativament quan els experiments es van realitzar en animals deficients 

per IFN i IRF3125, 126. Aquests resultats reforcen que la resposta d’IFN té un paper 

important en mantenir la inflamació després d’un dany per hipòxia. Aquest resultats 

poden contribuïr a trovar noves dianes terapèutiques que millorin el maneig d’aquests 

pacients. 

 

La hipòxia va demostrar tenir un efecte a la diferenciació muscular. Els nivells proteics 

de la miogenina estaven reduïts en hipòxia i com a consequència la hipòxia promou la 

desdiferenciació muscular. Estudis previs han demostrat que el IFN-I inhibeix la 

formació de miotubs127. Per tant, és temptador especular que la sobreexpressió de 

RIG-I com a resultat de la hipòxia podria participar en la desdiferenciació muscular 

mediada per l’IFN. L’anàlisi dels marcadors d’atròfia va demostrar una sobreregulació 

de catepsines i d’atrogina-1. Les catepsines són enzims proteolítics presents a la 

majoria de tipus cel·lulars. Estudis previs han demostrat la sobreexpressió de CTSB i L 

en fibres perifasciculars a la DM 128.   

 

D’acord amb aqusts resultats, altres estudis han demostrat la sobreexpressió de CTSB 

en condicions d’hipòxia129. En el sistema cel·lular que hem estudiat aquí, l’atrogina-1 

també estava sobreexpressada. L’atrogina-1 és una lligasa d’ubiquitines que la seva 

expressio incrementa en condicions d’atròfia130. Aquests resultats en conjunt, 

indiquen que l’atròfia perifascicular a la DM pot estar mediada en part per 

l’efecte de proteases, d’atrogina-1 i per IFN-I mitjançant RIG-I. Finalment, vam 

observar un augment dels dipòsits PAS+ als miotubs en hipòxia. Estudis previs han 
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observat acumulació de material PAS+ en zones perifasciculars en biòpsies de 

pacients amb DM131, 132. De fet, la glucogen sintasa és un gen induïble per hipòxia i la 

línea cel·lular C2C12, de múscul de ratolí, acumula glucògen amb baixos nivells 

d’oxigen133. Aquestes observacions podrien ser el resultat de l’activació transcripcional 

de la glucogen sintasa per part de HIF1α, reforçant el paper de la hipòxia a la 

fisiopatogènia de la DM.  

  

A la tercera part d’aquesta tesi vam comparar la utilitat de RIG-I amb l’atròfia 

perifascicular com a biomarcadors per la DM. Per això vam incloure pacients amb 

DM i de pacients que es podrien confondre tant clinicament com histològicament. La 

DM és una malaltia que pot aparèixer associada a altres malalties (síndromes de 

superposició o overlap myositis) que en dificulta el diagnòstic i les troballes a la biòpsia 

poden ser sovint coincidents. L’atròfia perifasicular és considerada patognomònica de 

la biòpsia de DM, però ni tots els pacients en tenen ni és unica de la DM 103, 104. Es van 

recol·lectar 115 biòpsies musculars de 3 hospitals de Barcelona per analitzar 

l’expressió de RIG-I per immunohistoquímica i la presència de d’atròfia perifascicular.  

 

Els resultats van demostrar que RIG-I té major sensibilitat per identificar la DM. Cal 

destacar que en absència d’atròfia perifascicular, RIG-I és útil per al diagnòstic de DM. 

Vam observar que avaluar si l’atròfia afecta a dues o més fileres de fibres 

perifasciculars augmenta l’especificitat per al diagnòstic de DM (92% vs 79%). Aquests 

resultats són deguts a que la majoria de mostres que tenen sols atròfia d’una filera 

pertanyen al grup de ASS. De fet, s’ha demostrat que les biòpsies de ASS tenen 

atròfia perifascicular caracteritzada per l’expressió de HLA-DR104. Aquests resultats 

suggereixen que els mecanismes que indueixen l’atròfia són diferents a cada entitat, 

sent associada a HLA-DR a ASS mentre que a la DM s’associaria a RIG-I. Estudis 

recents han demostrat que l’atròfia perifasicular pot observar-se tant als overlaps 

(30%) com a les DM (17%) 103. En canvi, en un altre estudi l’atròfia es pot observar fins 
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a un 51% de les DM134. Donada la variabilitat de les troballes de l’atrofia són 

necessaris altres biomarcadors.  

 

L’expressió perifascicular de RIG-I es va observar en el 50% de les DM, mentre que el 

percentatge es reduïa fins al 11% a pacients sense DM. A més, RIG-I va demostrar 

tenir una major sensibilitat que considerar dues o més fileres d’atròfia perifasicular. 

Vam observar que el 32% de les mostres amb DM que no tenien atròfia eren positives 

per RIG-I. Aquests resultats reforçen la utilitat de RIG-I per al diagnòstic de DM. A 

més s’obté una major reproductibilitat a la interpretació de RIG-I que de l’atròfia 

perifascicular. Aquestes diferències són degudes en part a que és més fàcil 

interpretar la tinció de RIG-I que la presència o no d’atròfia. RIG-I també demostra la 

seva utilitat per distingir entre DM pures i miopaties inflamatòris amb superposició 

(overlaps). En aquesta mateixa líniea, en una revisió recent del Dr. Dalakas, s’ha 

subratllat la importància de distingir aquestes entitats ja que impliquen diferents 

prognosis i respostes a teràpies48. El descobriment de nous biomarcadors no 

només són útils per al diagnòstic, també permeten obtenir poblacions de 

pacients més homogènies per estudis clínics. 
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VII. CONCLUSIONS 

 

1. La microdissecció per làser és una bona eina per analitzar teixits amb 

presència d’inflamació, on la interferència dels infiltrats inflamatoris poden 

emmascarar vies cel·lulars d’interès. 

 

2. La immunitat innata via RIG-I té un paper rellevant a la patogènia de la DM, 

però no a la PM ni IBM. RIG-I manté una resposta immunològica local a través 

de la seva auto regulació. 

 

3. La “signatura del IFN-I”, característica de la DM, pot explicar-se per l’activació 

de RIG-I sense la participació d’infiltrats inflamatoris. Per tant, la fibra muscular 

actuaria com a cèl·lula inflamatòria no professional. 

 

4. El fenòmen d’hipòxia mitjançant HIF1α té un paper rellevant en la inducció de la 

immunitat innata. 

 

5. A la DM, es demostra que la patologia comença amb l’hipòxia, la qual a través 

de HIF1α activa l’expressió de RIG-I. És aquest RIG-I el que secundàriament 

produeix la signatura de IFN-I amb la conseqüent perpetuació. 

 

6. L’atròfia perifascicular pot tenir diferents orígens i a la DM és probablement 

mediat per la hipòxia i RIG-I. 

 

7. La inclusió de RIG-I a l’anàlisi histopatològic de malalties musculars immuno-

mediades és d’utilitat per al diagnòstic de DM amb atrofia perfascicular. És 
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especialment útil en mostres amb absència d’atròfia perifascicular i en el 

diagnòstic diferencial de miopaties amb atròfia perifascicular que no són DM. 

 

8. Les vies descrites en aquesta tesi, permeten identificar noves dianes 

terapèutiques a la DM. 
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