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CXCL10
Cyt
DAMPA
DAMPs

DAPI
DAPSA
DAS28

DC
DHF
DHFR
DMRs
DNA

Abreviaturas

DC-SIGN

Clinical Disease Activity Index
Células natural killer
Linfocitos T helper 1
Linfocitos T helper 2
Linfocitos T reguladores
Células endoteliales
Receptores de lectina tipo C, del inglés C-type Lectin Receptors
Concentracién maxima
Células de musculo liso
Progenitor mieloide comun

Farmaco antirreumatico modificador de la enfermedad sintético convencional, del
inglés Conventional Synthetic Disease-Modifying Anti-Rheumatic Drug

Factor estimulador de colonias 1, del inglés Colony Stimulating Factor 1 (también
conocido como M-CSF)

Receptor del factor estimulador de colonias 1, del inglés Colony stimulating factor
1-Receptor (también conocido como M-CSFR o CD115)

Factor estimulador de colonias 2, del inglés Colony Stimulating Factor 2 (también
conocido como GM-CSF)

Receptor del factor estimulador de colonias 2, del inglés Colony Stimulating Factor
2-Receptor (también conocido como GM-CSFR o CD116)

Factor estimulador de colonias 3, del inglés Colony Stimulating Factor 3 (también
conocido como G-CSF)

Antigeno 4 de linfocitos T citotdxicos

Ligando 10 de quimioquina de tipo CXC, del inglés CXC motif Chemokine Ligand 10
Citosina

Acido 2,4-diamino-N-metilpteroico

Patrones moleculares asociados a dafio, del inglés Damage-Associated Molecular
Patterns

4,6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato
Disease Activity PSoriatic Arthritis

Puntuacién de la actividad de la enfermedad medida en 28 articulaciones, del inglés
Disease Activity Score 28

Célula dendritica

Dihidrofolato

Dihidrofolato reductasa

Regiones diferencialmente metiladas

Acido desoxirribonucleico, del inglés Deoxyribunucleic Acid
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Abreviaturas

DNA-PK Proteinas quinasas dependientes del DNA

DNMT DNA metiltransferasa

dTMP Deoxitimidina monofosfato

dTTP Deoxitimidina trifosfato

dumMp Deoxiuridina monofosfato

EA Espondiloartritis o Espondiloartropatia

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

EMPs Progenitores eritromieloides

ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase

ES Enrichment Score

EULAR Liga europea contra el reumatismo, del inglés European League Against
Rheumatism

FAICAR 10-formil-AICAR

FAME Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad

FAMEsc Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad sintéticos

convencionales

FBS Suero fetal bovino, del inglés Fetal Bovine Serum

Fc Regién constante

FDA US Food and Drug Administration

FDR False Discovery Rate

FITC Fluorescein isothiocyanate

FOCM Metabolismo del folato, del inglés folate-mediated one-carbon
FolAc Acido folinico, 5-formil-tetrahidrofolato, 10-CHO-THF

FPGs Folil-y-poliglutamato sintasa

FR Factor reumatoide

FR-a Receptor de folato-a, del inglés Folate receptor-a

FR-B Receptor de folato-B, del inglés Folate receptor-8

FR-y Receptor de folato-y, del inglés Folate receptor-y

FR-6 Receptor de folato-§, del inglés Folate receptor-6

FSC-H Forward SCatter Height

G-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos, del inglés Granulocyte-colony

stimulating factor (también conocido como CSF-3)

GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GARFT Glicinamida ribonucleétido formiltransferasa
GGH y-glutamil hidrolasa

13



Abreviaturas

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos, del inglés Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor (también conocido como CSF-2)

GM-CSFR Receptor del factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos, del inglés
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor Receptor (también conocido
como CSF-2R 0 CD116)

GM-M@ Macrdéfagos polarizados por GM-CSF
GMP Progenitor granulocitico mieloide, del inglés Granulocyte-monocyte progenitors
GRAPPA Grupo de Investigacion y Evaluacion de la Psoriasis y la Artritis Psoridsica, del inglés

Group for Research and Assessment of Psoriasis and Psoriatic Arthritis

GSEA Analisis de enriguecimiento en el conjunto de genes, del inglés Gene Set Enrichment
Analysis

GSK3 Glycogen shyntase kinase 3

H3K27ac Acetilacion de la lisina 27 en la histona H3

H3K4mel Metilacion de la lisina 4 de la histona H3

H3K4me3 Trimetilacidn de la lisina 4 en la histona H3

HAQ Cuestionario de discapacidad, del inglés Health Assessment Questionnaire

HAT Histona acetiltransferasas

HDAC Histona desacetilasas

HDMT Histona demetilasas

HDMTX Dosis altas de MTX, del inglés high-dose MITX

HGUGM Hospital General Universitario Gregorio Marafién

HIDS Sindrome de la hiper inmunoglobulina D

HLA-DR Antigeno leucocitario humano-antigeno D

HMGB-1 High mobility group box 1

HMT Histona metiltransferasas

HSCs Células madre hematopoyéticas

IFN Interferdn

IFN-a Interferén- a

IFN-B Interferdn-B

IFN-y Interferén-y

I1gG Inmunoglobulina G

IgM Inmunoglobulina M

ilL-12/23 Inhibidores IL-12/23

ilL-17 Inhibidores IL-17

iJAK Inhibidores JAK

IL Interleuquina

ILC Célula linfoide innata, del inglés Innate Lymphoid Cells
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IMP
iPDE4
IRAK1
IRF3
IRG1
iTNF
IVig
JNK
LBP
LDL
LDMTX
lincRNA
IncRNA
LPS

LS

LTA

Lys
M-CSF

M-CSFR

M-M@
M1
M2
Maf
MafB
MAPK

MAT
MetH
MHCI
MHCII
MIF

MMP
MMPs
M@

Abreviaturas

Inosina 5’-monofosfato

Inhibidores de la fosfodiesterasa-4

Interleukin-1 receptor-associated kinase 1

Interferon Regulatory Factor 3

Inmune-responsive gene 1

Inhibidores de TNF

Inmunoglobulina intravenosa, del inglés Intravenous immunoglobulin

Jun N-terminal kinase

Proteina de unidn a lipopolisacdrido, del inglés LPS binding protein

Low Density Lipoprotein

Dosis bajas de MTX, del inglés low-dose MITX

RNA largos intergénico no codificante, del inglés long intergenic non-coding RNA
RNA largos no codificantes, del inglés long non-coding RNA

Lipopolisacarido

Liquido Sinovial

Acido lipoteicoico, del inglés Lipoteichoic acid

Lisina

Factor estimulador de colonias de macroéfagos, del inglés Macrophage Colony-
Stimulating Factor (también conocido como CSF-1)

Receptor del factor estimulador de colonia de macréfagos, del inglés Macrophage
Colony-Stimulating Factor Receptor (también conocido como CSF-1R o CD115)

Macréfagos polarizados por M-CSF

Macrdéfago activado por la via clasica/macréfago con perfil proinflamatorio
Macréfago activado por la via alternativa/macréfago con perfil antiinflamatorio
Musculoaponeurotic fibrosarcoma protein

MAF bZIP transcription factor B

Proteina quinasas activadas por mitégenos, del inglés Mitogen-Activated Protein
Kinases

Metionina adenosiltransferasa

Metionina sintasa cobalamina-dependiente
Molécula de histocompatibilidad |
Molécula de histocompatibilidad Il

Factor inhibidor de la migracién de monocitos, del inglés macrophage Migration
Inhibitory Factor

Metaloproteinasas de matriz
Progenitores multipotentes, del inglés Multipotent progenitors

Macroéfago
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MO
MRP
MS
MSS
MTHFC
MTHFD
MTHFR
MTHFS
MTX
MTX-Pgl
MTX-Pgls
MyD88
NAD
NAD*
NADPH
NAT
NFxB
NLRs
NOS
NSCLC
ocMm
p38
PABA
PADI4
PAMPs

PAP
PBMCs

PBS
PCFT

PCR
PD-L1
PDGF

PEARL

Abreviaturas

Monocito

Multidrug Resistance-associated Protein

Membrana sinovial

Membrana sinovial sana

5,10-meteniltetrahidrofolato ciclohidrolasa
5,10-metilentetrahidrofolato deshidrogenasa
5,10-metilentetrahidrofolato reductasa
5,10-meteniltetrahidrofolato sintasa

Metotrexato

Metotrexato poliglutamilado/poliglutamatos de metotrexato
Pentaglutamatos de metotrexato

Myeloid differentation primary-response protein 88

Numero de Articulaciones Dolorosas

Nicotinamida Adenina Dinucledtido

Nicotinamida Adenina Dinucleétido fosfato reducido
Numero de Articulaciones Tumefactas

Nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells
NOD-Like Receptors

Oxido nitrico sintasa

Céancer de pulmdn no micrécitico, del inglés non-small cell lung cancer
Metabolismo de un carbono, del inglés One-Carbon Metabolism
Proteina quinasa 38 activada por mitégeno

Acido p-aminobenzoico, del inglés p-aminobenzoicacid
Peptidil arginina deiminasa 4

Patrones moleculares asociados a patégenos, del inglés Pathogen-Associated
Molecular Patterns

Proteindlisis alveolar pulmonar

Células mononucleares de sangre periférica, del inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells

Tampdn fosfato salino

Transportador de folato asociado a protones, del inglés Proton-
Coupled Folate Transporter

Proteina C reactiva
Programmed-Death Ligand-1

Factor de crecimiento derivado de plaquetas, del inglés Platelet Derived Growth
Factor

Princesa Early Arthritis Register Longitudinal
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PFT
PHD3
PI3K

PLC

PMX
PMX-Pgl
PMX-Pgls
PPARy
PRR
qRT-PCR
RANKL
RASF
RFC

RLRs
RNA

RNI

ROS
RPMI
RSA
RSEM
SAM
SDAI
SDH
sDMARD

SEM
SER
SHMT
siRNA
SIRS

SSC-H
STAT
TAM
TBP
TE

Abreviaturas

Pifitrina

Prolil hidrolasa 3

Fosfoinositol 3-quinasas

Fosfolipasa C

Pemetrexed

Pemetrexed poliglutamilado/poliglutamatos de pemetrexed
Pentaglutamatos de pemetrexed

Peroxisome Proliferator- Activated Receptor y

Receptor de reconocimiento de patrones, del inglés Pattern Recognition Receptor
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

Receptor Activator for Nuclear Factor kB Ligand

Liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide
Transportador de folato reducido, del inglés Reduce Folate Carrier
RIG-I-like receptors

Acido ribonucleico, del inglés Ribonucleic acid

Reactivos intermediarios de nitrégeno, del inglés Reactive Nitrogen Intermediates
Especies reactivas de oxigeno, del inglés Reactive Oxigen Species
Roswell Park Memorial Institute medium

Resistencia sistémica adquirida

RNAseq by Expectation and Maximization

S-adenosilmetionina

Simplified Disease Activity Index

Succinato deshidrogenasa

Farmacos antireumaticos modificadores de la enfermedad, del inglés Disease-
Modifying Anti-Rheumatic Drug

Media del error estandar, del inglés Standard Error of the Mean
Sociedad Espafiola de Reumatologia

Serina hidroximetiltransferasa

RNA pequeiio de interferencia, del inglés Small interfering RNA

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, del inglés Systemic Inflammatory
Response Syndrome

Side SCatter Height

Signal Transducer and Activator of Transcription

Macréfagos asociados a tumor, del inglés Tumor Associated Macrophages
TATA binding protein

Tolerancia a endotoxina
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TGF-B
Th
THF
TIRAP
TLR
TNF-a
TNFAIP3
TRAF
TRAF6
TRAM
Treg
TRIF
TS
TYMS
TyrK
u.a.

VEGF

Vmax

VSG

Abreviaturas

Factor de crecimiento transformante-B, del inglés Transforming Growth Factor-8
Célula T helper

Tetrahidrofolato

TIR-domain-containing adaptor protein

Receptor tipo Toll, del inglés Toll Like Receptor

Factor de necrosis tumoral-a, del inglés Tumor Necrosis Factor-o

Gen de la proteina 3 inducida por TNF-a, del inglés TNF Alpha-Induced Protein 3
Tumor necrosis factor receptor-associated factor

Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor 6

TRIF-related adaptor molecule

Célula T reguladora

TIR domain-containing adaptor inducing IFN-6

Timidilato sintasa

Gen de timidilato sintasa

Receptor tirosina-quinasa

Unidades arbitrarias

Factor de crecimiento endotelial vascular, del inglés Vascular Endothelial Growth
Factor

Velocidad maxima

Velocidad de sedimentacidn globular
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Resumen

Los macrdfagos son células del sistema inmunitario innato que exhiben una gran plasticidad
fenotipica y funcional. La integracién de sefiales derivadas de su ontogenia y del microambiente
donde se localizan determinan diferentes estados de polarizacidn. Esta versatilidad funcional les
permite estar implicados tanto en el inicio de procesos inflamatorios en respuesta a patégenos como
en el mantenimiento de la integridad tisular y resolucién de la inflamacidn. Asi, la desregulacién de
macrofagos esta ligada al desarrollo y perpetuacién de patologias autoinmunes asociadas con la
inflamacién crénica como la artritis reumatoide (AR) en la que los macrdfagos contribuyen
significativamente a la inflamacién del tejido sinovial (sinovitis) y a la destruccidn articular.

El mecanismo de accion del metotrexato (MTX), farmaco antinflamatorio de primera
eleccién en el tratamiento de la AR, no esta completamente elucidado y se carece de marcadores
de respuesta clinica validados. El MTX actua selectivamente en macréfagos polarizados por GM-CSF
(GM-M@) in vitro en los que establece un estado de tolerancia (memoria inmune innata) contra
estimulos proinflamatorios. Para evaluar la capacidad del MTX de inducir un estado de tolerancia
cruzada a LPS in vivo y determinar el tiempo-respuesta de dicho efecto se realizé el ensayo clinico
EudraCT 2017-002902-11, que consistié en la administraciéon de una dosis de MTX a seis sujetos
sanos y la determinacidn de la concentracién de citoquinas antes (basal) y después (3h, 24h y 120h)
de la toma de MTX en sangre periférica, monocitos y macréfagos, y del perfil transcripcional de
monocitos. En comparacion con los niveles basales, la concentracién de IL-6, IL-1p, IL-10 (en plasma)
y TNF-a (en monocitos) en respuesta a LPS es menor 5 dias después de la toma de MTX; v, los
monocitos presentan un perfil transcripcional menos proinflamatorio y mds profibrético vy
reparador.

El pemetrexed (PMX) es un fadrmaco antifolato que bloquea enzimas implicadas en el
metabolismo de un carbono (OCM) y actla selectivamente en macréfagos GM-M@. Considerando la
gran variabilidad en la respuesta clinica a MTX y una serie de pardmetros farmacocinéticos que
confieren una ventaja farmacoldgica del PMX frente al MTX, evaluamos si el PMX inducia un estado
de tolerancia cruzada a LPS in vitro en GM-M@. Los resultados indican que el PMX es capaz de
reprogramar el perfil proinflamatorio de GM-M@ de forma que, ante la exposicién a LPS, disminuye
la expresion de genes implicados en la respuesta inflamatoria y atenua la producciéon de citoquinas
proinflamatorias y la sefializacién de TLR4. Asimismo, demostramos la implicacion de CD14,
correceptor de TLR4, en la tolerancia inducida por PMX y MTX en respuesta a LPS en GM-M@.
Nuestros resultados amplian el mecanismo de la accion de MTX en GM-M@, evidencian el efecto
antiinflamatorio global de PMX en macréfagos humanos y revelan que el OCM supone una ruta
metabdlica implicada en el establecimiento de la memoria inmune innata. La relevancia
fisiopatoldgica de estos resultados se apoya en la medida de la concentracion sérica de CD14 soluble
(sCD14) en dos cohortes de pacientes con AR en tratamiento con MTX. La concentracién de sCD14
disminuye significativamente en pacientes con AR respondedores a MTX tras 6 meses de tratamiento
en monoterapia y correlacionan con DAS28 (Disease Activity Score 28), mientras que no cambian en
pacientes no respondedores al farmaco. Asimismo, la concentracion basal de sCD14 es
significativamente mds alta en el suero de pacientes respondedores a MTX que en no respondedores
y controles sanos. Tras evaluar la capacidad de las variables sCD14 basal y AsCD14 para discriminar
entre pacientes respondedores y no respondedores a MTX, hemos confirmado que la determinacién
de los niveles de sCD14 podria predecir de forma muy significativa la respuesta a MTX en pacientes
con AR.
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Resumen

El diagnéstico diferencial entre AR y artritis psoriasica (APs) en las etapas iniciales de la
artritis indiferenciada (Al) resulta complejo debido a la falta de criterios especificos de clasificacion y
a la ausencia de biomarcadores de diagndstico establecidos. Dada la implicacion patolégica de GM-
CSF en el inicio, desarrollo y progresion de la artritis y en la polarizacion de macréfagos
proinflamatorios, hemos analizado la expresidn de GM-CSF y su fuente celular junto con la densidad
y polarizacion de macréfagos, en el tejido sinovial de pacientes con Al en diferentes fases de
evolucion (AI-AR y Al-APs) en comparacion con artritis establecidas (Al, AR y APs) como una primera
aproximacidn para identificar posibles biomarcadores de diagndstico y clasificacidn temprana de Al.
Nuestros resultados han puesto de manifiesto la expresion de GM-CSF por células endoteliales
CD90", fibroblastos CD90* FAP* y macréfagos CD163* y la expresién de marcadores (activina A,
MMP12 y TNF-a) asociados con su polarizacion en todas las fases de artritis en evolucién y
establecidas, indicando la existencia de macréfagos proinflamatorios desde fases tempranas de Al
que sugieren el papel patolégico de GM-CSF desde el inicio de la inflamaciéon. Ademas, hemos
identificado algunas diferencias entre Al persistente y sus fases en evolucién: la membrana sinovial
de Al-AR y Al-APs tiene mayor densidad de macréfagos CD163*y menor expresion de MMP12 que la
membrana sinovial de Al, y, el liquido sinovial de pacientes con Al-AR presenta mayor expresion de
activina A que el de pacientes con Al persistente.

CONCLUSIONES

1. MTX in vivo modula el perfil transcripcional de monocitos e induce un estado de tolerancia
cruzada a LPS en monocitos y leucocitos 5 dias después de su administracion a sujetos sanos.

2. Elbloqueo del metabolismo de un carbono por los antifolatos MTX y PMX induce un estado
de tolerancia en macrofagos y revela a sCD14 como un potencial biomarcador de respuesta
a MTX en pacientes con AR.

3. Macréfagos CD163* de la membrana sinovial de artritis en evolucién y establecida presentan
una predominancia de expresion de marcadores proinflamatorios asociados a la polarizacion
de macréfagos por GM-CSF.

4. Ladensidad de macréfagos y la expresion de MMP12 en la membrana sinovial difieren entre
pacientes con Al persistente y en evolucion (Al-AR y Al-APs).
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Abstract

Macrophages are cells of the innate immune system that exhibit a huge phenotypic and functional
plasticity. The integration of signals derived from their ontogeny and the stimuli from the
microenvironment determine different states of polarization. This functional versatility allows
macrophages to be involved in the initiation of inflammatory response to pathogens, in tissue
maintenance and repair and in the resolution of inflammation. Therefore, macrophage dysregulation
is linked to the development and perpetuation of autoimmune pathologies associated with chronic
inflammation such as rheumatoid arthritis (RA) in which macrophages contribute significantly to
synovitis and joint destruction.

The mechanism of action of methotrexate (MTX), the anchor antiinflammatory drug for RA
treatment, remains inconclusive. Importantly, no robust markers exist for MTX responsiveness. MTX
acts selectively targets GM-CSF-polarized macrophages (GM-M@) where MTX establishes a state of
innate immune tolerance against proinflammatory stimuli in vitro. The aim of this study was to
evaluate the capacity of MTX to induce a state of cross-tolerance to LPS (innate immune memory) in
vivo and to determine the kinetic of this effect. We carried out the clinical trial EudraCT 2017-002902-
11 in which six healthy volunteers received a single dose of MTX. The production of cytokines in
response to LPS in whole blood, monocytes and macrophages and the transcriptional profile of
monocytes were determined before (baseline) and after (3h, 24h and 120h) MTX intake. 5 days
(120h) after MTX intake a significant reduction in LPS-induced IL-6, IL-1B and IL-10 (in whole blood)
and TNF-a (in monocytes) was found respect to baseline levels. Moreover, monocytes exhibited a
less pro-inflammatory and more profibrotic transcriptomic profile 5 days after MTX intake.

Pemetrexed (PMX) is an antifolate drug that inhibits the activity of enzymes involved in one-
carbon metabolism (OCM) and exhibits pharmacokinetic advantages over MTX. Considering the
large interpatient variability in MTX clinical response in RA patients, we evaluated whether PMX
exhibits antiinflammatory action through the promotion of cross-tolerance to LPS in GM-M@ in vitro.
The results indicate that PMX reprograms the proinflammatory profile of GM-M@ and upon exposure
to LPS, PMX GM-M@ diminishes the expression of genes involved in the inflammatory response,
attenuates proinflammatory cytokines production and TLR4 signaling. Indeed, we demonstrated the
involvement of CD14, a TLR4 correceptor, in this functional state in GM-M@ treated with PMX, and
also MTX. Our results indicate the global antiinflammatory effect of PMX in human macrophages,
extend the mechanism of action of MTX in GM-M@ and reveal that OCM is a metabolic circuit
involved in the establishment of innate immune memory. The pathophysiological relevance of these
results was supported by measurement of serum concentration of soluble CD14 (sCD14) in two
cohorts of early RA patients under MTX monotherapy treatment. We found that after 6 months of
MTX therapy, sCD14 levels significantly diminished exclusively in MTX-responder RA patients and
sCD14 levels positively correlated with DAS28 (Disease Activity Score 28). Moreover, baseline sCD14
concentration was significantly higher in MTX-responders serum than in non-responders RA patients
and healthy donors. After determining whether baseline sCD14 and AsCD14 could be variables to
discriminate between MTX-responder and non-responder RA patients, we have found sCD14 as a
valuable tool to predict MTX-response in RA patients.

The differential diagnosis between RA and psoriatic arthritis (PsA) at the initial stages of

undifferentiated arthritis (UA) is complex due to the lack of specific classification criteria and the
absence of diagnostic biomarkers. Given the putative pathological involvement of GM-CSF in the
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Abstract

onset, development and progression of arthritis and in the polarization of monocyte-derived
proinflammatory macrophages, we have analyzed the expression of GM-CSF and its cellular source,
as well as macrophages polarization and density in joints of patients with UA evolving to RA or PsA
(UA-RA and UA-PsA) compared with persistent UA and established RA and PsA, respectively, to seek
for diagnostic/prognostic UA biomarkers. Our results indicated that GM-CSF is expressed by CD90*
endothelial cells, CD90* FAP* fibroblasts and CD163* macrophages. Activin A, MMP12 and TNF-q,
markers of GM-CSF-dependent macrophage polarization, were found in all UA and established
arthritis groups, indicating the existence of proinflammatory macrophages from early stages of UA
and suggesting the pathological role of GM-CSF from the onset of inflammation. We have also
identified some differences between persistent UA and its evolving phases: synovial tissue of UA-RA
and UA-PsA exhibited higher CD163* macrophages density and lower expression of MMP12
compared with persistent UA, and the synovial fluid activin A levels were higher in of UA-RA patients
than persistent UA patients.

CONCLUSIONS

1. MTX modulates the transcriptional profile of monocytes and induces cross-tolerance to LPS
in vivo in monocytes and in leukocytes 5 days after its administration in healthy subjects.

2. Blockade of one-carbon metabolism by the antifolates MTX and PMX conditioned
macrophages towards a tolerant state and reveals sCD14 as a potential biomarker for MTX
response in RA patients.

3. CD163* macrophages from synovial tissue in all UA and established arthritis groups show a
predominance of proinflammatory GM-CSF-associated markers.

4. Macrophage density and synovial MMP12 expression differ between evolving UA (UA-RA
and UA-PsA) phases and persistent UA
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Introduccidn

1. Macréfagos

1.1.Ontogenia del macréfago

A finales del siglo XIX, Ellie Metchnikoff identifica por primera vez un tipo celular caracterizado por
su naturaleza fagocitica, a los que llamd fagocitos y describe su papel en la proteccion frente a
infecciones 1. El término macrdfago (macros: grande; fagos: comedor) fue acufiado por Aschoff en
1924. En 1972, van Furth y colaboradores clasifican a todas las células mononucleares con capacidad
fagocitica y a sus progenitores de médula dsea con la denominacién de sistema fagocitico
mononuclear *2. El modelo de ontogenia del macréfago inicial desarrollado por van Furth establece
que monocitos derivados de células madre de la médula dsea circulan por la sangre periférica y se
infiltran posteriormente en los tejidos dando lugar a macrdfagos especializados sin capacidad de
proliferaciéon 3. En la actualidad, este modelo se ha redefinido, debido a que se han identificado
precursores de macréfagos derivados del saco vitelino y del higado fetal. Se han establecido tres
origenes para los precursores de macréfagos tisulares: progenitores embrionarios del saco vitelino,
monocitos hepaticos fetales y monocitos derivados de médula ésea #° (Figura 1).
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Figura 1. Ontogenia del macréfago. Existen tres origenes para los precursores de macréfagos tisulares: progenitores
embrionarios del saco vitelino, monocitos hepdticos fetales y monocitos derivados de médula ésea. Durante la respuesta
inflamatoria y en algunos tejidos en homeostasis como intestino, corazén y dermis, los macréfagos se reemplazan continuamente
a partir de monocitos de sangre periférica. EMPs: progenitores eritromieloides; HSCs: células madre hematopoyéticas “.

El saco vitelino presenta progenitores eritromieloides (EMPs), que son los precursores
embrionarios de los propios macréfagos del saco vitelino y de los monocitos fetales 72. En una
primera oleada de proliferacion temprana, independiente al factor de transcripcion c-Myb, los EMPs
generan macroéfagos vitelinos sin intermediarios monociticos y, en una segunda ola, dependiente del
factor de transcripcion c-Myb, colonizan el higado fetal para generar los multiples linajes
hematopoyéticos ’. Asi, los monocitos derivados del higado fetal provienen de EMPs y de células
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madre hematopoyéticas (HSCs) que se diferencian a macréfagos tras su reclutamiento a los tejidos
fetales y reemplazan a los macréfagos preexistentes derivados del saco vitelino >7°. Tras el
nacimiento, la hematopoyesis hepatica disminuye y se sustituye por hematopoyesis en la médula
6sea. Existen algunas puntualizaciones como la microglia, que deriva exclusivamente de los
precursores del saco vitelino 111, o las células de Langerhans que tienen doble origen, derivan tanto
de monocitos de higado fetal como de progenitores del saco vitelino 2. Ademas, en los macréfagos
de pulmdn se han descrito tres oleadas de colonizacién de precursores: del saco vitelino; del higado
fetal; y, la dltima, de médula ésea, que da lugar a los macréfagos intersticiales definitivos que son

13, Los macréfagos se reemplazan

mantenidos por los progenitores monociticos circulantes
continuamente por monocitos de sangre durante la respuesta inflamatoria y en algunos tejidos en

homeostasis como en intestino, corazén y dermis 3.

1.2.Caracteristicas de los macréfagos

Los macrofagos, junto con los neutréfilos, participan en el desarrollo de la respuesta inmune innata,
constituyendo la primera linea de defensa, después de la piel, contra los patégenos, frente a los que
generan una respuesta rapida e inespecifica. Macréfagos, monocitos circulantes en sangre periférica
y células dendriticas forman parte del sistema fagocitico mononuclear. El proceso de fagocitosis
consiste en el reconocimiento e ingestién de particulas de mas de 0.5 um en una vesicula formada a
partir de la invaginacion de la membrana plasmatica celular. Este proceso resulta clave en la
respuesta inmune innata ya que permite la eliminacién de microorganismos patégenos invasores,
cuerpos apoptéticos y complejos inmunitarios favoreciendo la integridad tisular 141>,

Los macrofagos constituyen una poblacién celular heterogénea debido a su alta plasticidad.
Estas células son capaces de detectar sefales extracelulares (estimulos, metabolitos y citoquinas),
reajustar su perfil génico y sus capacidades funcionales de manera tejido- y estimulo-especifica, lo
que implica que desarrollen una gran variedad de funciones dependiendo de modificaciones a nivel
metabdlico y de la activacién de vias de sefializacién y factores de transcripcidn especificos 117, Esta
versatilidad funcional les permite tanto iniciar y regular procesos inflamatorios como recuperar la
homeostasis e integridad de tejidos 2.

Otra de las caracteristicas de los macréfagos es su capacidad para producir y liberar
citoquinas al medio extracelular. Las citoquinas son proteinas inmunomoduladoras que representan
la base de la respuesta inmune. Las citoquinas resultan claves en la coordinacion y regulacidn de la
respuesta inmune al mediar la comunicacion entre las células del sistema inmunitario. Segln su
contexto de activacidn y células que las producen se dividen en: interleuquinas (IL), quimioquinas,
factores de necrosis tumoral (TNF), factores estimuladores de colonias (CSF) e interferones (IFN). Las
IL regulan la activacién funcional de las células inmunes vy, al igual que los TNF, contribuyen a la
diferenciacion, proliferacion y polarizacién de algunas subpoblaciones. Los TNF, ademas, median la
infecciéon viral y son capaces de inducir la muerte celular por apoptosis. Las quimioquinas
desempefian un papel bdsico en la respuesta inmune al contribuir a la migracién de leucocitos,
mediante un proceso conocido como quimiotaxis, y a la polarizacidon de respuestas inmunitarias. Los
IFN estan implicados en la actividad antiviral y en la estimulacién de las células NK (natural killer) **-
21_

Por ultimo, los macréfagos también actian como células presentadoras de antigeno.
Endocitan, procesan y presentan antigenos de bacterias, parasitos y virus a través de sus moléculas
de membrana MHCI y MHCII (moléculas de histocompatibilidad de clase | y Il) y expresan moléculas
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coestimuladoras, como CD40, CD80 y CD86, que inducen la activacion y polarizacion de los linfocitos
T y B 22—24.

1.3.Macréfagos residentes en tejido

Independientemente de su ontogenia, los macréfagos se encuentran presentes en todos los tejidos
donde desarrollan funciones esenciales implicadas en la regulaciéon y el mantenimiento de la
homeostasis tisular como la eliminacién de desechos celulares y células muertas >%°. Para ello,
ademds de mantener la integridad tisular, los macroéfagos residentes exhiben mas funciones
reparativas y antiinflamatorias que los macroéfagos recién reclutados e infiltrados desde la sangre al
tejido durante respuestas inflamatorias 2672, La heterogeneidad funcional de este tipo celular
también se manifiesta en los macrdfagos residentes donde, ademas de contribuir al mantenimiento
e integridad del tejido, exhiben funciones especificas. Aunque los macréfagos tisulares se
caracterizan por la expresion comun de los factores de transcripcion PU.1, C/EBPa, MAF y MAFB, asi
como la expresién de CD64 y MERTK en su superficie, la existencia de citoquinas y metabolitos del
microambiente tisular determinan la expresion de factores de transcripcion tejido-especifico que
resultan esenciales para la diferenciacién de macréfagos en cada tejido 2°. Asi, la expresién de PPARy
es clave en macréfagos alveolares; GATA6, en macréfagos del peritoneo; LXRa, en macréfagos de la
zona marginal del bazo, macréfagos metalofilicos y macréfagos de médula ésea; y, RUNX3, en
macréfagos intestinales de la Idmina propria %°.

Tras diferenciarse, los macréfagos desempefian funciones efectoras de manera tejido-
especifica para contribuir a la homeostasis tisular y la alteracién en su diferenciacién o actividad se
asocia con situaciones patoldgicas (Figura 2) 3?°. En el higado, los macréfagos hepaticos,
denominados células de Kupffer, se encargan de la eliminacién de antigenos de la circulacién portal
hepdtica y contribuyen a la detoxificacion de bacterias y debris celulares. También participan en el
metabolismo de la bilirrubina al fagocitar eritrocitos en deterioro. La desregulacién de las células de
Kupffer se asocia con la fibrosis hepatica. Otro ejemplo representativo de macréfagos residentes en
tejido que desempeiian una funcion especifica son los osteoclastos, macréfagos de hueso implicados
en la degradacion y reabsorcién dsea, cuya desregulacién se asocia con una arquitectura dsea
aberrante, osteopetrosis y osteoporosis 129732
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Figura 2. Macréfagos residentes en tejidos, funciones en homeostasis e implicaciones patolégicas. M@: macréfago;
ND: No descrito 12932,

1.4.Macréfagos en inflamacion

Las células del sistema inmunitario innato detectan la presencia de patdgenos y sefiales de dafio, se
activan y desencadenan la primera fase de la cascada inflamatoria. En concreto, los macréfagos
detectan patrones moleculares asociados a patégenos o PAMPs y patrones moleculares asociados a
dafio o DAMPs a través de los receptores PRRs (receptores de reconocimiento de patrones), entre
los que se encuentran: TLRs (Toll-like receptors), NLRs (NOD-like receptors), CLRs (C-type lectin
receptors), RLRs (RIG-I-like receptors) y ALRs (AIM2-like receptors)3*34. Los PAMPs son secuencias
cortas de moléculas altamente conservadas y compartidas entre diferentes patdgenos que inducen
en los macréfagos la activacion de cascadas de sefalizacion proinflamatorias como la via de
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sefializacién de NFkB y funciones como la endocitosis, presentaciéon de antigenos o fagocitosis de
bacterias opsonizadas 3*. Los DAMPs son moléculas liberadas por células en proceso de muerte
celular, estrés o dafio para aumentar la respuesta inflamatoria. Algunos DAMPs son moléculas
extracelulares, como LDL (Low density lipoprotein) y acido hialurdnico, o intracelulares, como
chaperonas y HMGB-1 (High mobility group box 1), que durante la inflamacion salen al exterior
celular y son detectadas por los macréfagos 3334, El reconocimiento de PAMPs y DAMPs por PRRs
induce al estrés tisular y promueve el inicio de la respuesta inflamatoria 3.

Aunque en homeostasis los macréfagos constituyen entre el 10-15% de las células del tejido,
en las primeras fases de la respuesta inflamatoria se incrementa el nimero de macréfagos para
potenciar la respuesta inmune 3>3¢, Los monocitos del torrente sanguineo son reclutados e infiltrados
al tejido dafiado y se diferencian a macréfagos. Los macréfagos eliminan patdégenos mediante la
produccion de enzimas, especies reactivas de oxigeno (ROS), péptidos antimicrobianos y mediante
la fagocitosis. La produccion de ROS, junto con citoquinas proinflamatorias y quimioquinas
promueven el reclutamiento de otros leucocitos (células NK, neutroéfilos y linfocitos T) a la zona de
inflamacidn y son capaces de inducir la respuesta inmune adaptativa. Una vez eliminado el estimulo,
el niumero de macréfagos antiinflamatorios aumenta para resolver la inflamacién, disminuye la
respuesta Thl (linfocitos T helper 1) y se reclutan poblaciones inmunosupresoras como Treg
(linfocitos T reguladores). Entre las moléculas que promueven la resolucion de la inflamacién destaca
IL-10, TGF-B (factor de crecimiento transformante-B) y PDGF (factor de crecimiento derivado de
plaquetas) 3738, Los macréfagos con carécter antiinflamatorio y funcién reparadora, que derivan de
monocitos circulantes, macréfagos tisulares o macroéfagos proinflamatorios producen mediadores
antiinflamatorios y metaloproteinasas de matriz (MMP) que contribuyen a la remodelacién vy
reparacion del tejido e inducen angiogénesis y, en ultima instancia, tolerancia a antigenos endégenos
para devolver al tejido a sus condiciones basales 3840,

La transicion secuencial del estado inflamatorio a antiinflamatorio (también conocido como
re-polarizacion M1 a M2, que detallaremos a continuacidon) asegura la recuperacién de la
homeostasis del tejido tras la eliminacién del dafio o patégeno. El desequilibrio en el balance de
ambos tipos de macréfagos desencadena patologias como inflamacién crénica o inmunosupresién
32240 Este desbalance es especialmente relevante en el desarrollo y perpetuacidn de enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide, donde no se produce la resolucidn completa de la
inflamacién lo que desemboca en un dafio incontrolado y necrosis tisular #1. Esta desregulacién
también resulta clave el contexto tumoral donde, las células tumorales pueden inducir un cambio
transcripcional en los macréfagos adyacentes que conlleve la modificacién de su actividad
proinflamatoria y citotdxica por un caracter antiinflamatorio e inmunosupresor e incluso, inducir
angiogénesis 42,

1.5.Estados de activacion de macréfagos

La activacidon de macréfagos depende de la integracidon de senales derivadas de su ontogenia y del
microambiente tisular (factores de diferenciacion, citoquinas y metabolitos) en el momento de la
estimulacién. Dada la amplitud de sefiales extracelulares que pueden reconocer, los macréfagos
pueden adquirir un amplio espectro de estados funcionales de activacién, también denominados
estados de polarizacion. Este planteamiento es la base del modelo colour wheel (rueda de color), una
clasificacidon de macréfagos en la que, de forma andloga a los tres colores primarios de una rueda de
color, define a tres grupos basicos de macréfagos (macrdfagos activados por la via cldsica,
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macrdéfagos reguladores y macrofagos wound-healing o reparadores) que pueden tener
caracteristicas compartidas por mds de un grupo de macrdéfagos, de manera similar a los colores
secundarios (Figura 3) 3°. A modo de simplificacién, y con analogia a las respuestas Th1/Th2 de
linfocitos, la clasificacion de macréfagos se ha dividido en dos grandes grupos de acuerdo con su
respuesta frente a patdgenos: macréfagos M1 o macréfagos activados por la via cldsica y
macréfagos M2 o macrdfagos activados por la via alternativa 364344,

macrofagos activados
por la via clasica

macréfagos wound-healing
o reparadores

macréfagos
reguladores

Figura 3. Esquema del modelo colour wheel. Adaptado de **.

En respuesta a citoquinas derivadas de la respuesta Th1 (IFN-y, GM-CSF o TNF-a) o estimulos
procedentes de microorganismos como el lipopolisacadrido bacteriano (LPS), los macréfagos
adquieren un fenotipo proinflamatorio con gran capacidad presentadora de antigenos,
inmunogénica y antitumoral y son altamente eficientes en la eliminacién de patégenos. Este proceso
se conoce comunmente como polarizacion de macréfagos M1 y este tipo de macrofagos se
caracterizan por liberar grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1pB, IL-6,
IL-12p40, IL-23, ROS y reactivos intermediarios de nitrégeno (RNI) que conducen al reclutamiento de
células Th1ly ala amplificacidn de la respuesta inmune a través de la expresion de IL-12, CCL2, CXCL9
y CXCL10 2225374546,

De forma contraria, ante citoquinas derivadas de la respuesta Th2 (IL-4, IL-13, IL-10) y M-CSF
o glucocorticoides, los macréfagos adquieren un fenotipo antiinflamatorio e inmunosupresor que
participa en la resolucién de la inflamacidn, remodelacidn, reparacién de tejidos y angiogénesis. Este
proceso se conoce comunmente como polarizacion de macrofagos M2 y este tipo de macréfagos se
caracterizan por una gran capacidad fagocitica y por producir IL-10, TGF-B, y VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular) 2225374546,

A pesar de su amplio uso, la dicotomia M1/M2 representa dos extremos opuestos de un
amplio rango fenotipico y funcional de estados de activacion, por lo que el modelo colour wheel fue
posteriormente reelaborado explicando la polarizacién de macréfagos como un sistema dindmico .
Aunque solo reflejan algunos aspectos de los macréfagos in vivo, las poblaciones de macréfagos
generadas in vitro representan un modelo muy util y ampliamente extendido para estudiar la biologia
del macréfago. Basado en sus perfiles de citoquinas, los monocitos diferenciados a macréfagos in
vitro bajo la influencia de citoquinas polarizadoras M1 (LPS, IFN-y, GM-CSF) representan la activacién
clasica y son considerados macréfagos proinflamatorios, mientras que monocitos diferenciados a
macrofagos bajo citoquinas polarizadoras M2 (IL-4, 1L-10, M-CSF) representan la activacion
alternativa y son considerados macréfagos antiinflamatorios, respectivamente 4748,
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1.5.1. Factores estimuladores de colonias

Los factores estimuladores de colonias (CSFs) son un conjunto de proteinas que se definieron
originariamente por su capacidad de generar diferentes tipos de poblaciones mieloides murinas a
partir de células progenitoras de médula dsea in vitro *°. Después se corrobord que, ademds de
ejercer una funcién relevante en el contexto de inflamacidn, podian actuar de forma directa sobre
diferentes poblaciones del linaje mieloide promoviendo la supervivencia, proliferacién y/o
diferenciacion. Cada CSF interviene en la respuesta del hospedador frente al dafio tisular e infeccién,
y presentan una gran implicacidn en el desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamatorias.
Existen cuatro tipos de CFSs: el factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF o CSF-1), el
factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF o CSF-2), el factor estimulador
de colonias de granulocitos (G-CSF o CSF-3) y la interleuquina-3 (IL-3 o CSF) *°. Los CSFs directamente
relacionados con la diferenciacion de macrdfagos e implicados en el desarrollo de este trabajo son
M-CSF y GM-CSF (Figura 4), cuyas caracteristicas se describen a continuacién.

M-CSF

El factor estimulador de colonias de macréfagos, M-CSF (en inglés Macrophage Colony-Stimulating
Factor), es una glicoproteina dimérica con enlaces disulfuro y un peso molecular de 70 kDa. Es el
primer CSF purificado °! y el primero en mostrar su capacidad para estimular la formacién de colonias
de macréfagos murinos a partir de células progenitoras de médula dsea >2. M-CSF se expresa, ademds
de por macrofagos, de manera constitutiva por una gran variedad de células de origen mesenquimal
y epitelial como células endoteliales, fibroblastos, osteoblastos y células de musculo liso >3°%, y se
detecta en plasma a concentraciones de hasta 10 ng/mL en homeostasis **°>. M-CSF (CSF-1) se
encuentra en tres isoformas biolégicamente activas: ¢sCSF-1, glicoproteina de superficie celular;
spCSF-1, proteoglicano secretado); y, sgCSF-1, glicoproteina secretada). Mientras que csCSF-1 es una
glicoproteina transmembrana, spCSF-1 y sgCSF-1 son las formas solubles secretadas por células
endoteliales y osteoblastos %7, La sintesis local de csCSF-1 mantiene la regulacién de varias
poblaciones de macréfagos tisulares 8 y la funcidon principal de las formas secretadas es el
mantenimiento de las células de Kupffer y osteoclastos °6°°,

Las actividades bioldgicas de M-CSF estan mediadas por la sefializacién a través del receptor
M-CSFR, (CSF-1R o CD115) un receptor transmembrana tirosina quinasa de tipo lll que se expresa en
el sistema de fagocitos mononucleares >, En condiciones homeostaticas, CD115 regula el nivel de
M-CSF mediante endocitosis y su posterior degradacién intracelular. CD115 constituye un pan-
marcador de macréfagos y monocitos humanos y murinos 3612, y resulta clave para el desarrollo de
las células dendriticas inflamatorias que se acumulan en tejidos dafiados o en inflamacién 3. La unién
de M-CSF a CSF-1R conduce a la dimerizacién y autofosforilacion del receptor, y a la activacion de las
rutas de sefializacién PI3K, ERK y PLC ®4. CSF-1-R es el Unico receptor tirosina quinasa que comparte
los ligandos M-CSF e IL-34, citoquinas con baja similitud de secuencia pero ambas esenciales en la
diferenciacién de macrofagos residentes de tejidos >0, La expresidon de IL-34 se restringe a la
epidermis y cerebro, donde es producida por queratinocitos y neuronas >>%%6> Mientras que IL-34
es responsable de la diferenciacién y supervivencia de las células de Langerhans y de la microglia, la
dependencia de M-CSF esta ampliamente extendida en la mayoria de poblaciones de macréfagos
1255 Esto se manifiesta en ratones con una mutacion natural en el gen que codifica para M-CSF (CSF-
1). Aunque el nimero de monocitos sanguineos que tienen se encuentra en un rango normal, los
ratones CsfoP/°P presentan una reduccién drastica en macréfagos de la cavidad peritoneal, dermis,
rifidn e higado y sus funciones estan alteradas °°. A su vez, M-CSF junto con RANKL, miembro de la
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familia del TNF, promueven la diferenciacion de macréfagos a osteoclastos, macroéfagos
especializados en la degradacidn 6sea. La deficiencia de M-CSF se asocia con osteopetrosis como
resultado de la produccion deficiente de osteoclastos %%7:%8, Los niveles circulantes de M-CSF estdn
aumentados en muchos tipos de cancer y se asocian con peor prondstico. La deplecién de M-CSF en
modelos experimentales evidencian el papel de esta citoquina en el desarrollo y progresiéon tumoral,
asi como en la diferenciacién de macréfagos asociados a tumor (TAM) con un perfil antiinflamatorio
similar a macréfagos de tipo M2 *°. También se ha descrito como M-CSF estd implicado en el
reclutamiento de monocitos CCR2* a los sitios de inflamacidon mediante la induccién de produccidn
de CCL2 ®°,

GM-CSF

El factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos, GM-CSF (en inglés Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor), es una glicoproteina acida con enlaces disulfuro internos y
un peso molecular de 23 kDa. Originalmente se definié como factor de crecimiento hematopoyético
debido a su capacidad para promover la proliferacién y diferenciacién de granulocitos y macréfagos
murinos in vitro a partir de células progenitoras de médula ésea *°. También se describid su actuacién
sobre células del linaje mieloide, neutrdfilos y macréfagos en supervivencia e inflamacién 771, A
diferencia de M-CSF, los niveles de GM-CSF en circulacion sistémica en condiciones homeostaticas
resultan casi indetectables, pero se elevan rapidamente en condiciones de inflamacién o durante la
infeccidn por patdgenos 7. GM-CSF se expresa en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas,
fundamentalmente en células endoteliales, fibroblastos, células dendriticas, linfocitos T, neutrdfilos,
eosindfilos y macréfagos en respuesta a citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12, IL-
17, IL-23 y TNF-a 7273, Las citoquinas IL-4, IL-10, IL-27 e IFN-y inhiben su expresién 7477, Las
actividades bioldgicas de GM-CSF estan mediadas por la sefializacion a través del receptor GM-CSFR
(CSF-2R o CD116) que se expresa en precursores mieloides, monocitos, macréfagos, granulocitos y
células dendriticas. CSF-2-R estd formado por una subunidad de unién a ligando (CSF-2-Ra) y una
subunidad de transduccién de sefial comun a las citoquinas IL-3 e IL-5 (CSF-2-R Bc), a través de la cual
se produce la sefializacién 7>77. La unién de GM-CSF a GM-CSFR desencadena la activacién de
multiples vias de sefializacidn entre las que se incluyen JAK2/STATS, MAPK y PI3K-Akt 7273,

Localmente, GM-CSF actua de forma concentracién-dependiente en células mieloides
promoviendo supervivencia y/o polarizacion o diferenciacion. GM-CSF media la supervivencia de DCs
en tejidos no linfoides. La sefializacidon de GM-CSF es necesaria para el desarrollo de DCs residentes
en tejidos no linfoides en homeostasis y para la induccién de linfocitos T CD8* frente a antigenos 3.
GM-CSF también presenta un papel clave en la supervivencia, diferenciacion y mantenimiento de
macrofagos alveolares 78. Cuando los precursores de higado fetal migran al pulmén GM-CSF conduce
su diferenciacién a macréfagos alveolares mediante la expresidon de PPARy 7°. Ratones deficientes de
GM-CSF presentan proteinosis alveolar pulmonar (PAP), una patologia asociada a la alteracién de la
sefializacién de GM-CSF. En PAP se acumula el surfactante pulmonar debido a que los macréfagos
alveolares no lo eliminan eficientemente 828!, Estos macréfagos presentan, ademas, la capacidad de
eliminacidn del colesterol alterada lo que influye de forma directa a la patogénesis de la PAP 82,
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Figura 4. Expresion celular de las citoquinas IL-34, M-CSF y GM-CSF junto con sus receptores especificos M-CSFR o

CSF-1R (CD115) y GM-CSFR o CSF-2R (CD116). CEs: células endoteliales; CMLs: células de musculo liso; DCs: células dendriticas;
M@: macréfagos; TyrK: receptor tirosina-quinasa. Adaptado de 055607383,

Polarizacién de macréfagos por GM-CSF (GM-M@) y M-CSF (M-M@)

Como ejemplo representativo de monocitos diferenciados a macréfagos in vitro bajo la influencia de
citoquinas polarizadoras destaca la polarizacion de macréfagos en presencia de los factores
estimuladores de colonias GM-CSF y M-CSF (Figura 5). GM-CSF y M-CSF promueven la diferenciacion
de monocitos a macrdéfagos in vitro con diferente morfologia, susceptibilidad a patégenos vy
respuesta inmune #384-8¢ fenotipos celulares diferentes 598788 distinto estado metabdlico 8>°° y
funciones efectoras opuestas %%, Los monocitos humanos diferenciados en presencia de GM-CSF
(GM-M@) adquieren un perfil proinflamatorio, inmunogénico y antitumoral asociado con la
polarizacion de macréfagos M1; mientras que monocitos humanos diferenciados en presencia de M-
CSF (M-M@) adquieren un perfil antiinflamatorio e inmunosupresor asociado con la polarizacién de
macréfagos M2 08421,

Durante la diferenciacion de monocito a macréfago GM-M@, GM-CSF promueve la
adquisicion de un perfil de expresion génica que incluye un conjunto de genes con un perfil de
expresion proinflamatorio %°' que caracteriza a los macréfagos inmunoestimuladores vy
antitumorales. La activina A contribuye a la adquisicién del conjunto de genes proinflamatorios °*.
Las activinas son factores de crecimiento pluripotentes y de diferenciacién pertenecientes a la familia
del TGFB. La activina A (BABA), se considera un modulador clave de las respuestas proinflamatorias
del linaje mieloide, su expresion aumenta en inflamaciéon y en respuesta a mediadores
proinflamatorios °>%3. Los niveles de expresién de INHBA, gen que codifica para la subunidad BA de
activina A %3, son mayores en macréfagos GM-M@ que en M-M@ °1. La activina A es producida por
macréfagos GM-M@ y promueve la adquisicién de genes dependientes de la polarizacion por GM-
CSF (CCR2, EGLN3, CCL17) °°°1, mientras que inhibe la expresidon de genes dependientes de M-CSF
(FOLR2, I1L10, IGF1, SERPINB2) °'. La activina A contribuye a la polarizacién de macréfagos
proinflamatorios por GM-CSF (GM-M@) a través de la sefializacion Smad2/3 y limita la adquisicién
de un fenotipo antiinflamatorio por M-CSF (M-M@) °%. Algunos de los genes que se expresan
preferencialmente en GM-M@ son CCR2, receptor de CCL2 que media la migracién de monocitos y
su infiltracién; EGLN3, que codifica para la enzima PHD3; MMP12, también conocida como elastasa
de macréfagos (HME); junto con CCL17, CLEC5A, ECSCR e IRF4, entre otros 82209194 En respuesta a
estimulos patogénicos que activan TLR como el LPS, los GM-M@ producen citoquinas
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proinflamatorias como IL-1B IL-6, IL-12p40, 1L-23 y TNF-q 3>47:50.8591,9495 y quimioquinas como CCL1,

CCL2, CCL5, CCL22 y CCL24 que promueven el reclutamiento de leucocitos 3>36:47.95,

Por otro lado, durante la diferenciaciéon de monocito a macréfago M-M@, M-CSF promueve
la adquisicién de un conjunto de genes con un perfil de expresién antiinflamatorio 47°1%4%697 que
caracteriza a los macréfagos residentes de tejidos 88269890 y macréfagos asociados a tumor (TAM) in
vivo 1%, La expresidn del conjunto de genes antiinflamatorios, que se asocia con la produccidn de IL-
10 tras la estimulacién de M-M@ por PAMPs, estd altamente regulada por el factor de transcripcién
MafB in vitro 1°! y bajo el control de Maf in vivo 92, Entre los genes que caracterizan a los macréfagos
M-M@ destacan FOLR2, cuya expresién esta regulada por el factor de transcripciéon PU.1 1%, y |a
lectina de tipo C CD209 o DC-SIGN %4, También se expresan preferencialmente en M-M@ los genes
CD36, CD163L1, CD209, CMKLR1, ETS2, HMOX1, HTR2B, IGF1, IL10, IRF5, SERPINB2, SLC40A1y STAB1
87,88,91,94,101,105 En respuesta a ligandos de TLR como LPS, los M-M@ producen altos niveles de IL-10 y
menores niveles de citoquinas proinflamatorias que los GM-M@ 3>4886,94,98
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Figura 5. Representacion esquematica de la polarizacion de macréfagos in vitro con las citoquinas GM-CSF y M-CSF.

Monocitos CD14" purificados a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se cultivan durante 7 dias en presencia
de GM-CSF (1000 U/ml) o M-CSF (10 ng/ml) para generar macréfagos GM-M@ (M1, proinflamatorio) o M-M@ (M2, antiinflamatorio).
Las citoquinas se afiaden al cultivo cada dos dias.

GM-CSF en inflamacion y artritis

GM-CSF induce la movilizacién de monocitos y precursores hematopoyéticos hacia zonas de
inflamacion y la diferenciacién de monocitos a partir de precursores (mielopoyesis) %72, En modelos
murinos de autoinmunidad e inflamacién, el bloqueo de GM-CSF reduce el reclutamiento de
monocitos y neutréfilos hacia las zonas de inflamacién; mientras que la administracién in vivo de
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GM-CSF moviliza monocitos desde la médula dsea hacia el torrente sanguineo %6, A su vez,
empleando ratones deficientes en GM-CSF (CSF-27") o anticuerpos monoclonales neutralizantes anti-
GM-CSF en modelos experimentales de autoinmunidad e inflamacién crénica, numerosos estudios
han demostrado que GM-CSF acttia como mediador de inflamacidn tisular °%83.107,

GM-CSF es una de las primeras citoquinas detectadas en el liquido sinovial de artritis

reumatoide 108

y humerosas evidencias sugieren que GM-CSF juega un papel importante en el inicio
y desarrollo de la artritis 7>1%%110 Aparte de la presencia de GM-CSF en sitios de inflamacién, GM-
CSF funciona como adyuvante y potencia el sistema inmunitario al exacerbar la artritis experimental
y la encefalomielitis autoinmune, un modelo experimental de esclerosis multiple 117114, A su vez, se
ha descrito como ratones CSF-27- estan protegidos del desarrollo de artritis inducida por antigeno
(AIA) 112 y I3 importancia de GM-CSF en la artritis inflamatoria se refuerza, ademas, por el hecho de
que la administracidn in vivo de anti-GM-CSF reduce la gravedad de la inflamacién y severidad de AIA
111 En linea con estos datos, a partir de un modelo murino de artritis espontdnea autoinmune
mediado por células T (cepa murina SKG) se ha demostrado que la produccién de GM-CSF por células
Th17 estd aumentada en inflamacion crénica y este proceso resulta imprescindible en el inicio de la
artritis experimental. Las células Th17 inducen la produccidn de GM-CSF por células del estroma
sinovial como ILCs (células linfoides innatas), via IL-2, y FLS, via IL-17. La produccién de GM-CSF por
ILCs también se induce por IL-33 o ligandos de TLR9. GM-CSF, producida por ILCs, Th17 y FLS, activa
a macroéfagos sinoviales adyacentes que promueven la inflamacidn y dafio articular en ratones SKG.
Ademds, presencia de ILCs productoras de GM-CSF en el liquido sinovial de pacientes con AR apoyan
estos resultados 114,

Recientemente, se ha descrito como la produccion de GM-CSF en la espondiloartritis (EA)
humana tiene lugar por células localizadas en multiples compartimentos linfoides. En concreto, la
expresiéon de GM-CSF esta aumentada en células CD4, CDS8, y6 e ILCs en pacientes con EA con
respecto a controles sanos, y el aumento de produccién de GM-CSF ocurre tanto en el contexto de
respuesta tipo Th17, como de forma independiente a la citoquina IL-17A. Ademas, las células CD4
del liquido sinovial son las principales productoras de GM-CSF, lo que sugiere también la implicacidn
de GM-CSF desde el inicio del proceso patogénico en EA 5. GM-CSF induce la produccién de la
guimioquina CCL17 a través de una cascada de sefializacidon que implica la activacién y expresion del
factor de transcripcién IRF4 en monocitos humanos y monocitos y macréfagos murinos tratados in
vitro 116117 Otros autores han asociado CCL17 e IRF4, a macréfagos con perfil antiinflamatorio. CCL17
estd implicada en la remodelacion de tejidos y progresion de la inflamacion en el contexto de artritis
inflamatorias y dafio tisular. La via GM-CSF-IRF4-CCL17 estd activada en pacientes con AR donde los
niveles sistémicos de CCL17 disminuyen con la terapia anti-GM-CSFR '8, Estudios recientes muestran
que la activacion de IRF4 por GM-CSF en macréfagos puede, ademas, inducir la expresién de otras
moléculas proinflamatorias como MHC-11 117 y Ia ruta GM-CSF-IRF4-CCL17 se asocia con la produccién
de TNF por parte de otras células 1%°.

La sobreexpresion de GM-CSF se asocia con erupciones de artritis y pacientes que recibieron
GM-CSF después de la quimioterapia muestran exacerbaciéon de la AR y un incremento de la
concentracién de IL-6 y TNF-a en suero %, Ademds, GM-CSFR (CD116) estd sobreexpresado en
macréfagos CD68 y CD163 en el tejido sinovial de pacientes con AR y artritis psoridsica (APs) en
comparacién con los niveles de expresion en pacientes con osteoartritis y controles sanos %0, En
linea con estos datos, macréfagos de la membrana sinovial de pacientes con AR activa muestran un

39



Introduccidn

perfil de polarizacién transcriptédmica y fenotipica proinflamatoria que se asemeja a la de macréfagos
diferenciados en presencia de GM-CSF *°.

Dada la implicacién de GM-CSF en el contexto de inflamacidn, se han llevado a cabo y estan
en continuo desarrollo un gran nimero de ensayos clinicos empleando anticuerpos neutralizantes
contra GM-CSF o GM-CSFR en enfermedades autoinmunes e inflamatorias °%72197 Acorde al papel
de GM-CSF en AR, y debido a que su deplecién resulta efectiva y disminuye la severidad de la
enfermedad, en la actualidad hay diferentes ensayos clinicos con farmacos'?® entre los que se
incluyen mavrilimumab, 1gG4 dirigido contra la cadena alfa de GM-CSFR 12%122; o, namilumab 1237125,
lenzilumab ?® y GSK3196165 %’ , IgG1 dirigidos contra GM-CSF.

2. Memoria inmune innata

2.1.Sistema inmunitario innato y adaptativo

El sistema inmunitario es el mecanismo de defensa del organismo frente a infecciones por parasitos,
bacterias, hongos y virus. Constituye una red compleja de diferentes procesos, tipos celulares y
moléculas que permiten neutralizar la invasion de patégenos. El sistema inmunitario,
originariamente, se ha clasificado como sistema inmunitario innato y sistema inmunitario adaptativo
(Figura 6).
INMUNIDAD INNATA INMUNIDAD ADAPTATIVA
—
)

piel y mucosas
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Figura 6. Componentes de la inmunidad innata e inmunidad adaptativa.

La inmunidad innata se considera inespecifica, rdpida y sin capacidad para generar memoria
inmunolégica. El sistema inmunitario innato incluye barreras fisicas y quimicas (piel y mucosas),
células mieloides (monocitos, macréfagos, células dendriticas, eosinéfilos, neutrofilos, basdfilos,
mastocitos, eritrocitos y plaquetas), algunas células de cardcter linfoide (células NK e ILCs) y también
componentes del sistema humoral como defensinas y el sistema del complemento. La inmunidad
adaptativa se caracteriza por generar una respuesta mas lenta pero especifica frente a patégenos y
generar memoria inmunoldgica. El sistema inmunitario adaptativo esta basado en la familia de las
inmunoglobulinas (IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM) y células linfoides (linfocitos B y linfocitos T) 128129,

2.2.Memoria del sistema inmunitario innato

La memoria inmunoldgica se refiere a la capacidad que tiene el sistema inmunitario de responder de
forma més rapida y eficiente a la exposicion repetida de un estimulo patogénico 2. El sistema
inmunitario innato constituye la primera linea de defensa frente a patdgenos y otras sefiales de dafio
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a las que el organismo estd continuamente expuesto y proporciona la base para el desarrollo de la
inmunidad adaptativa. Tradicionalmente, los sistemas inmunitarios innato y adaptativo se han
diferenciado por la velocidad de actuacidn y especificidad de respuesta, asi como, por la capacidad
para generar memoria inmunoldgica. Sin embargo, desde hace afios, este paradigma ha cambiado.

En plantas e invertebrados, carentes de sistema inmunitario adaptativo, se han atribuido
caracteristicas de memoria inmunolégica a su sistema inmunitario innato. Las plantas son capaces
de responder de forma mas eficiente ante una reinfeccion mediante el sistema de resistencia
adquirida o resistencia sistémica adquirida (RSA)*3. El RSA se disemina desde el sitio de infeccidn
hacia la totalidad de la planta mediante moléculas de sefializacién, aumentando la expresién de PRRs
y la secrecién de proteinas antimicrobianas 3%, Entre los mecanismos responsables de este proceso
resultan cruciales modificaciones epigenéticas y metabdlicas 30131, De forma similar, el sistema
inmunitario de invertebrados también tiene capacidad de generar respuestas de memoria frente a
una reinfeccion subsecuente con el mismo patégeno o uno diferente. Por ejemplo, la infeccién con
Streptococcus pneumonia o Beauveria bassiana en Drosophila melanogaster le confiere proteccion
frente a la reinfeccidn con los mismos microorganismos a través de un mecanismo dependiente de
la activacién de TLRs que implica a macréfagos 132, También se han descrito caracteristicas de
memoria inmunoldgica en Anopheles gambiae, al infectarse con Plasmodium falciparum 33, o en el
escarabajo de la harina, Tenebrio molitor, donde la exposicidon a LPS le protege frente al hongo
Metarhizium anisopliae 3.

Numerosos estudios en modelos in vivo han descrito caracteristicas de memoria
inmunolégica asociadas al sistema inmunitario innato. Los primeros estudios en modelos animales
mostraron que la vacunacidon con bacterias como el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), hongos
(Candida albicans) o pardsitos helmintos (Nippostrongylus brasiliensis) protegian frente a infecciones
heterdlogas de forma independiente a la produccién de anticuerpos caracteristicos de la memoria
adaptativa 3>. Por ejemplo, la vacunacién con BCG protegia a los animales contra infecciones
secundarias de Candida albicans y Mycobacterium tuberculosis 13%137, asi como de la infeccidn por
malaria y fiebre amarilla 13813°, En mamiferos se ha descrito que, tras la inyeccidn con BCG, las células
NK producen una mayor cantidad de citoquinas proinflamatorias y muestran caracteristicas de
memoria inmunoldgica independiente a células T y B 140141, Este estado funcional se denomina
fenotipo trained o entrenado, que se describird a continuacién. En humanos, multiples estudios
epidemiolégicos han demostrado que vacunas vivas atenuadas pueden proteger contra
microorganismos heterélogos diferentes del patdégeno vacunal. Un ejemplo de ello se da con la
vacunacion de recién nacidos con BCG, que protege frente a la tuberculosis pero también frente a
infecciones del tracto respiratorio y sepsis neonatal 142143,

Las células del sistema inmunitario innato presentan caracteristicas de memoria
inmunoldgica inespecifica, son capaces de recordar un primer encuentro con patdgenos (como la
vacunacion con BCG), resultando en cambios funcionales que confieren proteccion frente a segundas
reinfecciones a través de mecanismos que no implican a linfocitos T ni linfocitos B 13°. El primer
estimulo induce una reprogramacién de las células que da lugar a un aumento (trained immunity o
inmunidad entrenada) o una atenuacion/disminucién (tolerance o tolerancia) de su capacidad
efectora tras la exposicidon a un segundo estimulo (Figura 7) 13>144145 En concreto, el trained
immunity se define como una proteccidon aumentada no especifica frente a infecciones o patégenos
después de la exposicidén a ciertos componentes microbianos como el componente de la pared
celular fungica B-glucano %, la vacunacién con BGC %, |a exposicién a Candida albicans **” o la
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infeccidn con citomegalovirus 48143, Las células entrenadas o trained exhiben mayor capacidad de
produccion de mediadores inflamatorios tras la exposicion a un segundo estimulo y aumentan la
capacidad de defensa. Por el contrario, la exposicién a ciertas moléculas como LPS o lipopéptido
triacilado (Pam3CSK4), induce un estado transitorio de tolerancia, donde las células tolerizadas o
tolerantes responden de manera subodptima a una exposicion subsecuente de LPS (tolerancia a
endotoxina) o a un estimulo diferente a LPS (tolerancia cruzada a entodoxina) 13>144150,

Trained immunity Tolerancia
Fenotipo entrenado Fenotipo tolerante

Intensidad de la
respuesta inmune innata
Intensidad de la
respuesta inmune innata

Tiempo T ¢ Tiempo ? T

1° estimulo 2° estimulo 1° estimulo 2° estimulo

Figura 7. Representacion esquematica del comportamiento de las células del sistema inmunitario innato durante
los diferentes programas de la memoria inmune innata: trained immunity o tolerancia. Adaptado de ****°%,

La memoria inmune innata o inmunidad entrenada no solo implica a monocitos de sangre
periférica, macrofagos y células dendriticas de tejidos, células NK y células epiteliales (inmunidad
entrenada periférica), sino también produce cambios a nivel de progenitores de médula ésea
(inmunidad entrenada central) 3531, Estudios recientes han demostrado como la modulacién de las
células madre hematopoyéticas (HSCs) durante la inmunidad entrenada permite el sustento de la
respuesta de las células mieloides a un segundo estimulo a pesar de su corta vida media en la
circulacién sanguinea 137.152-154 E| B-glucano y el BGC pueden reprogramar a progenitores mieloides

(CMPs) que generan inmunidad entrenada dentro del compartimento mieloide de la médula dsea
152,153

A pesar de que la memoria inmune innata aunque constituye un mecanismo de defensa
adicional del hospedador, también esta involucrada en patologias 1. Como ejemplo, el concepto de
tolerancia a endotoxina (LPS) se ha descrito en la inmunopardlisis o inmunosupresidn que tiene lugar
durante el estado de sepsis '°°. En el caso de condiciones de inflamacidn crénica, el efecto de la
inmunidad entrenada o trained puede contribuir a la hiperinflamacién y progresién de enfermedades
cardiovasculares, enfermedades autoinmunitarios o neuroinflamacién %15,

La activacion de rutas de sefializacidn y transcripcion génica inducidas por el estimulo inicial
son diferentes en ambos programas de la memoria inmune innata, pero ambos estdn mediados por
mecanismos similares basados en la reprogramacion metabdlica y reprogramacidon epigenética.
Aunque los cambios metabdlicos y epigenéticos estan regulados por diferentes conjuntos de
enzimas, ambas vias de reprogramacion interactuan. Las rutas metabdlicas pueden regular los
programas epigenéticos al proporcionar metabolitos intermediarios que sirven de sustratos para las
enzimas que contribuyen a los cambios epigenéticos, por ejemplo, el acetil-coA es el mayor sustrato
de la enzima histona acetiltransferasas. A su vez, cambios metabdlicos también dependen de
modificaciones de histonas, y, por tanto, existe una comunicacién entre ambas vias de
reprogramacion 1°6-1%9,
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2.3.Reprogramacion epigenética

Las células inmunes responden a estimulos externos a través de programas funcionales y
transcripcionales. La actividad transcripcional se regula mediante la accesibilidad a la cromatina o la
afinidad de los factores de trancripcién al DNA en el contexto de la cromatina. En esta modulacién
estan implicadas las modificaciones epigenéticas que modifican la heterocromatina, silenciada o
inactiva a nivel transcripcional, a eucromatina, activa a nivel transcripcional, y viceversa. Estas
modificaciones condicionan el desarrollo celular, la activacidon inmune y la memoria del sistema
inmunitario innato. La estimulacién de las células innatas va acompafiada de marcas en la cromatina
(modificaciones postraduccionales de histonas) y cambios en la metilacion del DNA que permiten el
despliegue de la cromatina y facilitan el reclutamiento de complejos proteicos nucleares para inducir
la transcripcidn génica de factores proinflamatorios *>7.

La metilacién del DNA implica inaccesibilidad a la cromatina y represién transcripcional. Las
enzimas DNA metiltransferasas (DNMT) reconocen y metilan las secuencias ricas en CpG en los
residuos de citosina (Cyt). No existen muchas evidencias de que la metilacién del DNA juegue un gran
papel en la TE en macréfagos, a excepcion de un estudio que describe cambios especificos inducidos
por LPS en la metilacidon del DNA y propone que el B-glucano es capaz de revertir parcialmente el
estado tolerancia inmune a LPS en macréfagos a nivel epigenético 0. La mayoria de las regiones
diferencialmente metiladas (DMRs), mas del 90%, ocurren en regiones/elementos distales marcadas
por la metilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me1l), parte ocurren en regiones distales de la
acetilacién de la lisina 27 en la histona H3 (H3K27ac) en enhancers y en regiones de cromatina
abiertas, mientras que solo un 6% ocurre en promotores.

Numerosos estudios describen el papel clave de la modificacion de histonas en la memoria
inmune innata **’. Los residuos de lisina (Lys) de las histonas pueden ser modificados mediante la
adicion de grupos metilo (metilacidn) o grupos acetilo (acetilacién) que regulan la accesibilidad de la
magquinaria transcripcional a las regiones promotora y enhancer de genes. La metilacidn de histonas
se produce por enzimas histona metiltransferasas (HMT) y la eliminacidon de los grupos metilo por las
enzimas histona demetilasas (HDMT). Del mismo modo, la acetilacion de histonas es catalizada por
enzimas histona acetiltransferasas (HAT) y las enzimas histona desacetilasas (HDAC) eliminan los
grupos acetilo. La persistencia de las marcas epigenéticas permite un reclutamiento rdpido de
factores de transcripcidn y expresidn de genes tras la estimulacidn con un segundo estimulo. En este
contexto, la inmunidad entrenada y la tolerancia a endotoxina estan asociadas con alteraciones
epigenéticas en la trimetilacion de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3), H3K27Ac, H3K4mel, asi
como la sensibilidad a la enzima DNAsa |, permitiendo una mayor o menor respuesta tras una
segunda estimulacién con LPS 61,

En la inmunidad entrenada las marcas epigenéticas caracteristicas son H3K4me3 en el
promotor de genes estimulados por el primer estimulo (por ejemplo, citoquinas proinflamatorias en
respuesta a LPS) y H3K27ac en las regiones promotoras y enhancer distales junto con H3K4mel.
Temporalmente el proceso es el siguiente: las células en estado quiescente (haive, sin estimular)
tienen la cromatina en un estado altamente condensado y metilaciéon global del DNA vy, por
consiguiente, hay poca expresidon génica de genes de citoquinas. Tras la estimulacidn, las marcas
epigenéticas que aparecen son H3K27ac y H3K4me3 y disminuye la metilacién del DNA, la cromatina
se despliega, se activa la transcripcion y las células estimuladas producen citoquinas. Cuando
desaparece el primer estimulo, en la célula entrenada en estado resting, vuelve a disminuir la
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expresion génica, la cromatina se recondensa parcialmente, hay una metilacion parcial del DNA y
como marca epigenética queda H3K4me1l de forma latente en enhancers. La exposicion al segundo
estimulo va ligada a las marcas H3K4me, H3K27ac y H3K4me1l y la disminucién de la metilacién global
del DNA que provoca la apertura de la cromatina. Todo ello induce el aumento en la expresién génica
y en la produccién de citoquinas 13>%52,

En la tolerancia a LPS estan implicados dos tipos de genes inducidos por la sefializacién de
TLR4 que difieren en la modificacidn de histonas. Los genes tolerizables son genes inducidos por LPS
pero que, tras una segunda estimulacién con LPS, no se inducen, mientras que los genes no
tolerizables son genes inducidos por LPS que se reinducen con la misma expresidon o aumentada tras
la estimulacion de las células tolerizadas 2. Los genes tolerizables se asocian con genes implicados
en la respuesta inflamatorias como los que codifican para citoquinas proinflamatorias, mientras que
los genes no tolerizables se asocian a genes antimicrobianos. Aunque los promotores de ambos tipos
de genes pueden ser modificados, unicamente las histonas de los promotores de los genes no
tolerizables son re-acetiladas o -metiladas tras la estimulacidon con LPS en macréfagos tolerantes. Asi,
la inactividad transcripcional de macréfagos tolerizados en respuesta a un segundo estimulo de LPS
esta ligada a la disminucién de las marcas de activacién de histonas en los promotores de genes
tolerizables que incluyen citoquinas proinflamatorias 16271%4, Por ejemplo, en macréfagos tolerizados,
H3K4me3 no aparece en el promotor de los genes como /L6 y la exposicién al segundo estimulo
induce el silenciamiento de la expresion génica de IL6. Sin embargo, el tratamiento con pargilina,
inhibidor de la desmetilacién de lisina porla enzima lisina desmetilasa 1A (KDM1A), permite
restaurar la marca H3K4me3 en el promotor del gen /L6 durante tolerancia e inducir la expresién de
IL6 %62, Asi mismo, se ha descrito un aumento de marcas de activacién de histonas en el promotor de
genes implicados en el metabolismo lipidico y fagocitosis de macrdfagos tolerizados %162,

Ademads de las modificaciones de histonas, los RNAs no codificantes (IncRNAs) hacen de link
entre los cambios epigenéticos y metabdlicos en la memoria inmune innata **7.

2.4.Reprogramacion metabdlica

La respuesta de las células inmunes ante estimulos externos y el desarrollo de diferentes programas
funcionales implica cambios metabdlicos para adaptar las necesidades celulares de obtencién
energia ante las nuevas condiciones. En este sentido, el metabolismo celular también es un mediador

clave de la reprogramacion de células mieloides que tiene lugar durante la memoria inmune innata
156,158

Muchos estudios evidencian la asociacidn entre la memoria inmune innata y las alteraciones
metabdlicas, por ejemplo, rutas metabdlicas como la glicdlisis, la glutaminolisis o el metabolismo del
colesterol desempefian un papel fundamental en la producciéon de citoquinas y modificaciones
epigenéticas de células entrenadas 1°%'%165 E| metabolismo de la glucosa y glutamina resultan
cruciales para la induccion de la inmunidad entrenada por BCG y los monocitos entrenados exhiben
un aumento del ratio de la glicdlisis aerdbica y produccion de lactato, cambios que contribuyen a su
reprogramacion epigenética a largo plazo . El B-glucano, componente de la pared fungica que
activa a dectina-1, induce un fenotipo entrenado en monocitos que se asocia con un aumento del
consumo de glucosa, de la produccién de lactato y del ratio NAD(P)*/NAD(P)H. Este cambio
metabdlico de fosforilacidn oxidativa hacia glicélisis estd mediado por la ruta de sefializacién Akt-
mTOR-HIF-1a 6, Ademas, el mevalonato, un metabolito esencial en la sintesis de colesterol resulta
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clave para la induccién de la inmunidad entrenada por B-glucano a través del receptor IGF1-R, la
sefalizacion por mTOR y la H3K27ac. A su vez las estatinas, que inhiben la produccidon de mevalonato,
previenen la induccién de la inmunidad entrenada. Estos resultados se apoyan en analisis realizados
en pacientes con el sindrome de la hiper inmunoglobulina D (HIDS) que acumulan mevalonato debido
a una deficiencia en la enzima mevalonato quinasa. Los monocitos de estos pacientes presentan un
fenotipo entrenado y producen gran cantidad de citoquinas ®¢. También se han implicado
metabolitos de la ruta de sintesis del colesterol en la inmunidad entrenada inducida en macréfagos
tras la exposicién a B-glucano, BCG o oxLDL (lipoproteinas de baja densidad) .

Respecto a los cambios metabdlicos durante la tolerancia, la fosforilacién oxidativa
(metabolismo glicolitico) es caracteristica de macréfagos tolerizados 6416718 E| jtaconato,
metabolito enddgeno del ciclo de Krebs expresado por el gen IRG1 en respuesta a LPS, inhibe a IkBa
e induce tolerancia en monocitos humanos y se ha sugerido su implicacién en la inmunosupresién
durante la sepsis 1. El perfil transcripcional y metabdlico de pacientes con sepsis revela como
evento inicial clave de la respuesta inmune el cambio metabdlico de fosforilacién oxidativa hacia
glicélisis aerobia. Sin embargo, monocitos aislados de pacientes sépticos durante la fase de
inmunoparalisis muestran un ratio reducido de glicolisis y B-oxidacién, asi como una disminucién en
la produccidn de citoquinas 7°. La reprogramacion funcional y metabdlica de monocitos en sepsis
estd mediada por HIF-1a y presentan un fenotipo inmunosupresor con alta capacidad de fagocitica

171

y de remodelacién de tejidos Por su parte, el B-glucano revierte parte de los cambios

epigenéticos, funcionales y transcripcionales de la tolerancia inducida por LPS en monocitos 1¢°

y es
capaz de restaurar la expresion de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) en monocitos

tolerantes y revertir el estado de inmunoparélisis *6°

2.5.Tolerancia a endotoxina

La tolerancia a endotoxina (TE) es un fendmeno en el que las células mieloides expuestas a bajas
concentraciones de LPS adquieren un estado refractario transitorio en el que responden de manera
subdptima a un segundo estimulo de LPS '*°. La primera observacién que se conoce de tolerancia a
LPS data de 1946, cuando Paul Baeson observé como la vacuna tifoidea aplicada de forma repetida
en conejos causaba una reduccién progresiva de la fiebre provocada por la vacuna 72, Este suceso
también se observd en humanos cuando la reinyeccién con endotoxina a pacientes con fiebre
tifoidea y malaria provocaba una reduccion de sintomas como la fiebre 173, Estudios posteriores en
ratones mostraron que la exposicion previa a LPS conferia proteccion frente a una dosis letal
subsecuente de LPS y demostraron la implicacion de monocitos y macréfagos en TE 173, Ademds, en
diversos modelos in vitro de TE, se ha comprobado que tanto monocitos humanos como macréfagos
murinos generan una respuesta atenuada a LPS tras la exposicidn previa a bajas concentraciones de
LPS 162,174.

Clinicamente, la tolerancia a endotoxina se asocia al estado de inmunoparadlisis de
monocitos y macréfagos que tiene lugar en pacientes con sepsis 1°%17>. Durante la sepsis tienen lugar
dos fases que pueden superponerse durante la enfermedad. Una fase inicial o fase aguda
inflamatoria conocida como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) se caracteriza por
una liberacién exacerbada de citoquinas a nivel sistémico denominada tormenta de citoquinas y una
segunda fase de inmunoparalisis conocida como sindrome de respuesta compensatoria
antiinflamatoria (CARS) caracterizada por la expresidén de reguladores negativos de la sefializacién
por TLRs, produccién de citoquinas antiinflamatorias y apoptosis de células inmunes 0. La
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inmunoparalisis que caracteriza a la TE se produce como adaptacidn patofisiolégica frente a la
respuesta inflamatoria exacerbada durante la tormenta de citoquinas y aumenta la susceptibilidad a
infecciones secundarias. La tolerancia a LPS no sélo se limita a estados sépticos, también refleja los
eventos patoldgicos que tienen lugar durante la pancreatitis, leucemia linfatica crénica y fibrosis
quistica 10,

A nivel funcional, la tolerancia a LPS se asocia con una disminucién de la capacidad de
presentacién antigénica en monocitos y macréfagos por la disminucidn de la expresién de MHCII
(HLA-DRs) y moléculas coestimuladoras (CD86), pero mayor actividad fagocitica debido al aumento
de expresién del nimero de receptores scavengery CLRs como MARCO, CD64, CLEC4a 1621767178 | og
monocitos y macréfagos tolerizados muestran una disminucién de la expresién de citoquinas
proinflamatorias (CCL3, IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a) y un aumento en la expresion de citoquinas
antiinflamatorias (IL-1RA, IL-10, TGF-B) en comparacién con la respuesta a LPS de células no
tolerizadas *°%17%, Todos estos eventos intervienen en el cambio de un fenotipo inflamatorio a un
estado transitorio y refractario de tolerancia.

2.6.Sefializacion por TLR4: implicacion en tolerancia a endotoxina

La tolerancia a endotoxina se regula a muchos niveles entre los que se incluye el receptor de
sefializacién TLR4 (Toll-like receptor 4), reguladores negativos de la sefializacion por TLR4,
remodelacién de la cromatina y microRNAs %9163 a3 activacion de TLRs desencadena vias de
sefializacidn celular que permiten el reclutamiento de las moléculas adaptadoras MyD88, TIRAP,
TRIF, TRAM, IRAK y TRAF 17°. TLR4 es el PRRs mayormente implicado en la deteccidn de bacterias
Gram negativas a partir del reconocimiento y unidn del LPS de su pared bacteriana. TLR4 se expresa
en la superficie de muchas células incluyendo monocitos y macréfagos 179180,

La sefializacién de LPS se inicia cuando el complejo LBP-LPS transfiere LPS a CD14 (Figura 8).
CD14 actua como correceptor de TLR4, permitiendo la unién de LPS con el heterodimero TLR4-MD?2,
lo que desencadena la activacién de las vias de sefializacion MyD88- y TRIF-dependientes. La
asociacién de MyD88 a TLR4 conduce al reclutamiento de IRAK (dimero IRAK1 e IRAK4) y el complejo
MyD88-IRAK1-IRAK4 activa a TRAF6. TRAF6 produce, a su vez, la activacién de la ruta de sefializacion
de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) y la ruta de sefializacion de NFkB. La ruta
de las MAPKs incluye p38, JNK y ERK1/2. La fosforilacidon de estas proteinas induce la activacidn de
la familia de factores de transcripcién AP-1 o la estabilizacion del mRNA para regular respuestas
inflamatorias 33163180 |3 activacidon de ruta de sefializacion de NFkB implica que el complejo IKK
fosforile al inhibidor IkBa, permitiendo su ubiquitinacién y su posterior degradacion proteasomal. De
este modo, el dimero activo de NFkB (p65/p50), que es reclutado por IkBa en el citoplasma, se
transloca al nucleo e induce la transcripcion de genes proinflamatorios como TNFA, IL1B e IL6
33,163,181 De forma mas tardia a la sefializacion dependiente del adaptador MyD88, el complejo CD14-
TLR4-MD2 se internaliza por endocitosis y se libera al compartimento endosomal donde recluta a
TRIF 18, La interaccién de TRIF con TRAF6 permite la activacién de NFkB y MAPKs, y la interaccién de
TRIF con TRAF3 recluta a TBK1 e IKKe induciendo la fosforilacidn y activacién de IRF3. IRF3 dimeriza
y se transloca al ntcleo donde induce la transcripcion de genes de IFN tipo | (IFNA, IFNB), activando
el factor de transcripcidén STAT1 a través de IFNAR. Ademas, el interferdn de tipo Il (IFN-y,) también
activa STAT1. Ambos, IRF3 y STAT1, inducen la expresion de CXCL10, CCL5 y CCL2. Juntos, IRF3, AP-1
y NFkB son los responsables de la expresidon de genes inducidos en respuesta a LPS 33150163,
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Figura 8. Representacion esquematica de la sefializacion por TLR4. Adaptado de **°.

La estimulacién prolongada con LPS atenua la expresién o actividad de muchos de estos
intermediarios de la sefalizacion LPS-TLR4 (expresion de TLR4, asociacion del complejo LPS-TLR4-
MyD88, actividad de IRAK, degradacidon IkBa y la activacidén de ERK, p38, INK y NFkB) y aumenta la
expresién de reguladores negativos como A20 e IRAK-M 163164 | 3 ubiquitinasa A20, codificada por
TNFAIP3, resulta clave para el control homeostatico de la ruta NFkB e interacciona con ligasas E3,
TRAF6 e IKK, inhibiendo la ruta a diferentes niveles 183184,

La TE se asocia con una menor formacién del complejo TLR4-MyD88, una disminucién en la
actividad de IRAK-1, MAPK y NFkB (degradacion de IkBa) y un aumento de expresiéon de A20
150,164,185,186  Con respecto a NFkB, se ha descrito un aumento de la expresién del dimero p50/p50
que carece del dominio de activacion. p50/p50 ocupa el sitio del promotor del dimero activo
p65/p50, impidiendo, asi, la transcripcion de TNFA e IL12B e induciendo la expresion de IL10, TGFB1
y COX2 150,163,184

Por ultimo, se ha descrito también un papel relevante de los microRNAs en el contexto de
los mecanismos moleculares asociados a la TE. Los microRNAs o miRNA son moléculas de RNA de
entre 15-25 nucledtidos que se unen a secuencias de mRNA, debido a su similitud, e inducen su
degradacién o bloguean su traduccién y alteran la respuesta de las células mieloides a PAMPs o
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DAMPs. A nivel de la sefalizacidon de TLR4, se ha descrito la implicacién de algunos miRNAs como
supresores a diferentes niveles. En TE se sobreexpresa de miRNA21, que inhibe la activacion de NFkB
y aumenta la traduccion de IL-10; asi como miRNA146 y miR155, que inducen la degradacion de IRAK-
1y TRAF6; miRNA221, que inducen la degradacion del mRNA de Tnfa; y, miRNA9, que bloquea la
transcripcion de NFkB, entre otros 1°0:162-164,

2.7.Tolerancia cruzada a LPS

El término tolerancia cruzada o heterotolerancia hace referencia a los casos en los que la tolerancia
se desarrolla a partir de un estimulo inicial diferente al estimulo posterior. La tolerancia cruzada a
LPS o la cross-tolerancia a LPS se da cuando las células se exponen a un estimulo diferente de LPS
(como TNF-a) y las células responden de manera subdptima a la estimulacién posterior con LPS
150,185 por ejemplo, se ha descrito la disminucién de TNF-a y el aumento de IL-10 en respuesta a LPS
tras la induccion de TLRs por algunos DAMPs como &cido hialurénico o fibronectina 87188, |as
proteinas S (spike) y N (nucleocdpside) de SARS-CoV-2 inducen tolerancia a LPS in vitro en células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y monocitos, al disminuir la produccién de TNF-a e IL-
6 por PBMCs tras la estimulacién con LPS y al aumentar la expresion de PD-L1 y reducir la expresion
de CD68 y HLA-DR en monocitos respecto a las células expuestas exclusivamente a LPS 182,

La exposicion de macréfagos a TNF-a induce un estado de tolerancia en macréfagos de
forma que producen menor cantidad de citoquinas proinflamatorias tras la estimulacién con LPS y
Pam3Cys, ligando de TLR2. Ademas, el pretratamiento con dosis bajas de TNF-a protege a ratones
de los efectos letales de la inyeccién de dosis altas de LPS. Mecanisticamente, TNF-a induce
tolerancia cruzada a LPS mediante dos mecanismos dependientes de la quinasa GSK3. El
pretratamiento con TNF-a atenua la sefalizacion por TLR4 como consecuencia de un aumento de la
expresion de A20 (TNFAIP3) y de IkBa e inhibe la remodelacién de la cromatina inducida por LPS
necesaria para la expresion de /L6 1,

Algunos farmacos también estan implicados en la induccién de un estado de tolerancia en
células mieloides. Las inmunoglobulinas intravenosas (IVIg) que se emplean en el tratamiento de
inmunodeficiencias, condiciona a macréfagos humanos a la adquisicién de un estado de tolerancia
cruzada a estimulos proinflamatorios in vitro e in vivo ®°. Los estudios de nuestro grupo de
investigacién han descrito que el farmaco metotrexato (MTX) induce tolerancia a TNF-a y LPS en
macrdéfagos in vitro. Partiendo de la determinacién del perfil de expresién génica inducido por MTX,
farmaco de referencia en el tratamiento de la artritis reumatoide (AR), en macréfagos GM-M@ 1°1,
se ha determinado que la accién antiinflamatoria del MTX es consecuencia de su capacidad para
inducir un estado de tolerancia inmunoldgica frente a estimulos proinflamatorios en macréfagos
GM-M@ in vitro (Figura 9) 8. El tratamiento con dosis bajas de MTX condiciona a GM-M@ hacia un
estado de tolerancia cruzada a ligandos de TLR como LPS (TLR4), LTA (acido lipoteicoico, ligando de
TLR2) y TNF-a en comparacién con GM-M@, al disminuir la produccién de citoquinas IL-1B e IL-6
respecto a los macréfagos sin tratar con MTX. Ademds, el MTX también disminuye la produccién de
IL-6 en respuesta a liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide activa (RASF), lo que indica
que el pretratamiento con MTX hace a los GM-M@ (MTX GM-M@) menos respondedores ante
estimulos proinflamatorios presentes en la cavidad articular de la AR. La tolerancia cruzada de MTX
a LPS inducida por MTX se ha verificado in vivo en un modelo animal de sepsis. Los ratones tratados
durante 7 dias con MTX muestran una menor produccién de IL-6 y TNF-a en suero en respuesta a
LPS. A nivel molecular, MTX reduce la activacién de la via de las MAPK, NFkB y TRIF en respuesta a
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LPSy TNF-a y la atenuacion de la sefializacién por TLR4 esta mediada por un aumento de la expresion
del gen y la proteina TNFAIP3/A20. La trascendencia fisiopatoldgica de estos resultados se apoya en
analisis realizados sobre muestras de pacientes con AR. La expresion de TNFAIP3 en PBMCs es
significativamente mayor en pacientes con AR que responden al tratamiento con MTX 8, |o que
sugiere a TNFAIP3 como biomarcador de respuesta a MTX en AR.

Estos resultados preliminares del grupo suponen la base del primer objetivo de la tesis
doctoral que consiste en determinar si la accion antiinflamatoria de MTX, derivada de su capacidad
para inducir un estado inmune de tolerancia a estimulos proinflamatorios observada in vitro e in vivo,
se verifica ex vivo en sujetos sanos tras la toma de MTX.

2° estimulo
®oe
et % CITOQUINAS
INFLAMATORIAS
7 dias GM-M@
2° estimulo
. GM-CSF g
Monocito MTX %% ditoquinas
CD14* ) inflamatorias
MTX-GM-M@
GM-M@ MTX-GM-M@
Estado proinflamatorio Estado tolerante

Intensidad de la
respuesta inmune innata

Tiempo T T T
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d7 do 2° estimulo
d7

Figura 9. Representacién esquematica de la tolerancia cruzada inducida por MTX en GM-M@ in vitro. Monocitos
CD14" tratados (50 nM, MTX GM-M@) o no (GM-M@) con MTX al inicio del proceso de diferenciacién a macréfagos con GM-CSF.
MTX GM-M@ hiporesponden tras la exposicién al LPS, LTA, TNF-a o liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide (RASF) a
dia 7%

3. Metabolismo de un carbono y acido félico

El metabolismo de un carbono (OCM, one-carbon metabolism), también conocido como
metabolismo del folato (FOCM, folate-mediated one-carbon), engloba un conjunto de rutas
metabdlicas que implican a los ciclos de folato y metionina, donde se transfieren 4tomos de un
carbono (1C) entre moléculas donadoras y aceptoras. El tetrahidrofolato (THF), comiUnmente
denominado folato, y sus formas derivadas juegan un papel esencial como intermediarios del OCM
participando en eventos celulares esenciales como la sintesis de acidos nucleicos, el metabolismo de
aminodcidos como serina, glicina y metionina, reacciones de metilacion y balance energético a partir
de moléculas de ATP y NADPH. El OCM no solo proporciona y redistribuye dtomos de carbono
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necesarios para la biosintesis, sino que también actiia como sensor del estado nutricional celular y

regulador del balance redox celular y epigenético (Figura 10) 1°271%,

Ciclo de METABOLISMO
Ciclo del folato Aretomaa DE UN CARBONO
(OCM)

sintesis de nucleotidos metabolismo de aminoacidos
purinas y pirimidinas Ser, Gly, Met

homeostasis del estado espigenético,
energético y redox celular
SAM, ATP, NAD(P)H

Figura 10. Metabolismo de un carbono. El metabolismo de un carbono (OCM) engloba a un conjunto de rutas metabdlicas
implicadas en los ciclos del folato y metionina 1°7:1%,

El 4cido félico es la forma oxidada y sintética de la vitamina B9, pero se encuentra
naturalmente presente en forma de folatos, derivados reducidos y biolégicamente activos.
Estructuralmente, estd compuesto por un anillo de pteridina (2-amino-4-hidroxi-6-metilpteridina)
unido por un puente metileno a un residuo de acido p-aminobenzoico (PABA) formando el acido

pterdico que, a su vez, se une por un enlace peptidico a un residuo de acido glutdmico (Figura 11)
198,199
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Figura 11. Estructura quimica del acido félico y folatos. Los derivados reducidos de los poliglutamatos constituyen las formas
fisiolégicamente activas de los folatos, y las posiciones N5 y N10, los sitios activos de la molécula. PABA: acido p-aminobenzoico.
Adaptado de '*°.

Mientras que los requerimientos de la vitamina B9 son universales, los métodos de
obtencién de folato difieren entre organismos. Plantas, hongos, algunos protozoos, arqueas y
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bacterias, como las presentes en la microbiota del tracto digestivo humano (Lactobacillus plantarum,
Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus), son capaces de sintetizar folatos de novo a través
de la misma ruta biosintética pero con algunas modificaciones 290294, Sin embargo, los mamiferos no
son capaces de sintetizar folatos por lo que los requerimientos nutricionales son dependientes de la
dieta. Esto se debe que son capaces de sintetizar el anillo de pteridina pero carecen de las enzimas
responsables de la unién de la pteridina a PABA. El 4cido félico se encuentra en verduras de hoja
verde (rucula, lechuga, espinacas, acelgas), otras verduras como brocoli, coles de Bruselas o
esparragos, legumbres (judias, garbanzos, soja, guisantes) y frutos secos (semillas de girasol y
cacahuetes) 19819,

Los diferentes folatos se diferencian en el estado de oxidacion del anillo de pteridina, que
puede presentar varias formas reducidas y varios tipos de sustituciones, y en el residuo de p-
aminobenzoglutamato, que puede presentar unidos en el enlace peptidico varios residuos de
glutamato. El anillo de pteridina puede encontrarse parcialmente reducido en la posicién 7,8, dando
lugar al 7,8-dihidrofolato (DHF) o completamente reducido en las posiciones 5, 6, 7 y 8, dando lugar
al 5, 6, 7, 8-tetrahidrofolato (THF). EI THF, a su vez, es capaz de aceptar unidades de un solo atomo
de carbono (R) que se fijan mediante uniones covalentes en las posiciones 5 del atomo de nitrégeno
(N5) del anillo de pteridina, 10 del nitrégeno (N10) o ambas (Figura 11), dando lugar a diferentes
estados de oxidacion de carbono: 5-formil-THF, 10-formil-THF o 5, 10-formil-THF, en su forma mas
oxidada; 5, 10-metilen-THF, en su forma intermedia; o, 5-metil-THF, en su forma mas reducida, cada
una de ellas implicada en diferentes funciones biosintéticas del OCM. Ademas, multiples residuos de
glutamatos se pueden unir mediante enlaces peptidicos 1972,

3.1.Transporte de folatos y retencidn intracelular: poliglutamilacion

Los folatos se absorben principalmente en el intestino delgado, pero debido a su naturaleza
hidrofilica, el transporte por difusidon pasiva entre membranas celulares es minimo, por ello, se
requieren transportadores altamente especificos para mediar su absorcién intestinal y transporte
entre tejidos. La internalizacién del folato en las células estd mediado por el transportador de folato

acoplado a protones (PCFT), el transportador de folato reducido (RFC) y por los receptores de folato
(FRS) 199,205,206'

El PCFT, también conocido como HCP-1 y codificado por el gen SLC46A1, media la
internalizaciéon de folatos y derivados a nivel intestinal, placenta e higado. Funciona de manera
6ptima a pH bajo (pH = 5.5) mediante un simporte unidireccional que cotransporta protones (H*) y
folatos al interior celular 297208, E| RFC, codificado por el gen SLC19A1, supone la mayor ruta de
internalizacidn del folato y derivados al interior celular a pH fisiolégico (pH = 7.4) en mamiferos. Es
un intercambiador anidnico y su expresion es ubicua 2%°. Los FRs, constituyen una familia génica de
cuatro transportadores (FR-a, FR-B, FR-y y FR-8) que difieren en su distribucién celular y selectividad
por el ligando 205219, FR-ay FR-B, codificados por los genes FOLR1 y FOLR2, y, anclados a la membrana
celular por un dominio glicosilfosfatidilinositol (GPI), median la internalizacién de folatos por un
mecanismo de endocitosis tanto a pH acido como neutro 206210211 FR-q se expresa en el epitelio

celular, mientras que expresion de FR-B se restringe a células mieloides 87.103.210.212,

Una vez en el interior celular, los cofactores de THF sufren un proceso de poliglutamilacidn
mediado por la enzima folil-y-poliglutamato sintasa (FPGS). Esta enzima cataliza la adicion secuencial

de residuos de acido glutamico al grupo y-carboxil de la molécula de folato. Una de las funciones de
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la poliglutamilaciéon es aumentar la retencidn intracelular de los cofactores de THF. La adicién de
residuos de glutamato aumenta la carga negativa de la molécula y los polianiones de THF son
incapaces de atravesar la bicapa lipidica por difusién pasiva 2325, Ademas, cofactores de THF con
mas de tres residuos de glutamato (poliglutamatos de cadena larga) no son sustratos de los sistemas
de transporte MRP1-5 y ABCG2 212%7 | a poliglutamilacion también afecta a la actividad bioldgica de
los folatos, ya que los poliglutamatos de THF presentan mayor afinidad por las enzimas implicadas

en el FOCM que en forma de monoglutamato 23215,

El proceso de poliglutamilacién es revertido por la enzima y-glutamil hidrolasa (GGH) que
cataliza la hidrélisis de los residuos terminales de glutamatos de folatos 2*2. La salida celular del folato
estd mediada por transportadores dependientes de ATP, también conocidos como transportadores
ABC (ATP-binding cassette). En concreto, estan implicados los transportadores ABCC1-5, también
denominados MRP1-5 y el transportador ABCG2, también conocido como BCRP 206:216.217,219

3.2.Metabolismo de folato

En el interior celular, los cofactores de THF funcionan como aceptores y donadores de unidades de
un atomo de carbono (Figura 12). La primera fuente de unidades de un 4&tomo de carbono es donada
por el aminoacido serina a THF. Esta reaccion reversible es catalizada por la enzima serina
hidroximetiltransferasa (SHMT), resultando en la formacion de glicina y 5,10-metilen-THF (5, 10-CH»-
THF). El 5,10-metilen-THF actia como grupo donador de metilo para la reaccion de la enzima
timidilato sintasa (TS), que cataliza la conversién de deoxiuridina monofosfato (dUMP, también
denominado uridilato) a deoxitimidina monofosfato (dTMP, también denominado timidina
monofosfato o 5’-timidilato). El dTMP se fosforila subsecuentemente a deoxitimidina trifosfato
(dTTP, también denominado timidina trifosfato), nucledtido precursor esencial para la sintesis de
novo de pirimidinas. El producto de esta reaccién es el DHF que es reciclado de manera ciclica a THF
por la dihidrofolato reductasa (DHFR), enzima clave en el mantenimiento del pool citosélico de THF
dependiente de NADPH 195198199,

Otra ruta metabdlica en la que estd implicado el folato es el ciclo de metilacién. El 5,10-
metilen-THF puede ser también sustrato de la enzima 5,10-metilentetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) que cataliza su reduccién junto con NAPDH a 5-metil-THF (5-CHs-THF), la forma mas
reducida del folato. 5-metil-THF es la forma fisioldgica de acido félico mayoritaria en sangre, que se
encuentra a una concentracion entre 5-30 nM 1°°220 5_metil-THF actia como sustrato para la enzima
metionina sintasa cobalamina-dependiente (MetH) transfiriendo su grupo metilo a la homocisteina
y resultando en la formacién de metionina y THF. En esta reaccién, como su propio nombre indica,
es esencial la vitamina B12, ya que, la metionina sintasa requiere cobalamina como cofactor para
metabolizar la homocisteina en metionina. A partir de ATPy metionina, la enzima metionina
adenosiltransferasa (MAT) cataliza la formacién de S-Adenosilmetionina (SAM/AdoMet) que actua
como principal donador de grupos metilo en multiples reacciones celulares como la metilaciéon
residuos de citosina en las islas CpG del DNA, fosfolipidos e histonas, en el metabolismo de

neurotransmisores o en la detoxificacion de xenobidticos 221222,

El cofactor de folato 5,10-metilen-THF también actia como sustrato de la enzima 5,10-
metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (MTHFD) del interior mitocondrial que cataliza su oxidacioén,
en una reaccion reversible dependiente de NAD(P)*-NAD(P)H, dando lugar a 10-formil-THF (10-CHO-
THF). En el citoplasma, el 10-formil-THF interviene en la ruta biosintética de purinas actuando como
sustrato de la enzima glicinamida ribonucleotido formiltransferasa (GARFT), para la formacion del
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anillo imidazol, y de 5-aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleétido formiltransferasa (AICARFT o
ATIC) que genera el intermediario de purinas inosina 5’-monofosfato (IMP). EI 10-formil-THF puede
ser, a su vez, reducido por MTHFD, junto con NADPH, para dar lugar a 5,10-metilen-THF y reutilizarse
de manera ciclica 19>1%7,
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Figura 12. Metabolismo del folato simplificado. Adaptado de 7,

Dada su implicacion en la proliferacion y supervivencia celular, la deficiencia en los niveles
intracelulares de folato, metionina o vitamina B12 suponen consecuencias bioldgicas severas
relacionadas con la hematopoyesis, la funcién cognitiva y el desarrollo embrionario 1%8199.220 En
concreto, la deficiencia de folato se asocia con diferentes desérdenes como anemia megaloblastica,

leucopenia, trombocitopenia y defectos congénitos en el tubo neural y formacion de labio palatino
223-225

4. Antifolatos: metotrexato y pemetrexed

4.1. Antifolatos

Los antifolatos son fdrmacos con capacidad citotdxica desarrollados como andlogos estructurales del
acido félico que actian como antagonistas del mismo. Pertenecen al grupo de los antimetabolitos,
farmacos empleados en quimioterapia que, debido a su similitud, compiten, inhiben o reemplazan a
compuestos fundamentales del metabolismo intermediario celular (metabolitos), interfiriendo en la
sintesis de acidos nucleicos y frenando la replicacidn y proliferacién celular. Los antifolatos se dividen
generalmente en dos categorias: antifolatos con capacidad de poliglutamilacién y antifolatos que no
se poliglutamilan (Figura 13).

La concentracidn intracelular y el grado de poliglutamilacién del antifolato es determinante
para su actividad farmacoldgica y/o citotoxicidad. Tal y como ocurre con el THF, la poliglutamilacidn
aumenta la retencién intracelular y su afinidad, en este caso inhibicion, por sus enzimas diana. Los
derivados poliglutamilados de los antifolatos presentan una semivida intracelular mas larga que se
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traduce en una accién del farmaco prolongada y que, en muchos casos, acaba generando
citotoxicidad 194226-22% Alteraciones en los procesos de poliglutamilacién y transporte intracelular de
antifolatos (entrada deficiente y exceso salida) o en la expresidn de enzimas diana son algunos de los
mecanismos implicados en la generacién de resistencia a antifolatos. Por ejemplo, la pérdida o
disminucidn de la funcionalidad de FPGS, causada por mutaciones especificas y/o disminucién de su
expresion, resulta en una formacién alterada y/o diminuida de antifolatos con capacidad de
poliglutamilacién 230231, Los antifolatos no poliglutamilables son més estables que los anteriores al
no ser hidrolizados por la GGH, evitan la toxicidad celular y la resistencia a antifolatos derivada de
defectos en la FPGS 194,

Entre los antifolatos que se poliglutamilan encontramos el metotrexato (MTX) y el
pemetrexed (PMX), empleados en el presente trabajo y descritos a continuacion.

Antifolato Nombre comercial/sinénimo Enzima diana
Poliglutamilados

Metotrexato MTX DHFR, TS, GARFT, ATIC
Pemetrexed Alimta/PMX/MTA/LY231514 DHFR, TS, GARFT
Lometrexol DDATHF GARFT
Raltitrexed Tormudex/ZD1694 TS
No poliglutamilados

Plevitrexed ZD9331/BGCI9331 TS

Figura 13. Antifolatos poliglutamilados y no poliglutamilados. ATIC: 5-aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleétido
formiltransferasa; DHFR: dihidrofolato reductasa; GARFT: glicinamida ribonucleotido formiltransferasa; TS: timidilato sintasa.
Adaptada de %4,

4.2. Metotrexato

El metotrexato (MTX) es un analogo estructural al acido félico con las siguientes modificaciones: el
grupo 4 hidroxilo del anillo pteridinico del acido félico se ha reemplazado por un grupo amino y el
N10 estd metilado (Figura 14). Estas modificaciones fueron disefiadas inicialmente para permitir que
el MTX presentase mayor afinidad por la DHFR que el 4cido félico 194232,

4.2.1. Origen e historia del MTX

La aminopterina (AMT), derivado 4-amino del acido félico, fue el primer antifolato sintetizado con
fines terapéuticos en 1947. Dado el papel que tienen los folatos en la proliferacidn celular, se propuso
que este fendmeno podia revertirse empleando un compuesto capaz de bloquear el efecto del acido
félico. El tratamiento con AMT resultd efectivo como terapia frente a la leucemia aguda infantil en
1948 y supuso el comienzo de la terapia oncoldgica 233. Un afio mas tarde de la sintesis de la AMT se
sintetiza el metotrexato (también conocido como amethopterina), homdlogo a AMT pero de mejor
indice terapéutico y menor toxicidad. Ambos farmacos se desarrollaron por Yellapragada Subbarow
en la Universidad de Harvard. EI MTX se emplea inicialmente como farmaco antitumoral en
leucemias por sus efectos antiproliferativos. En la década 1960-70 se comienza a extender su uso
como farmaco inmunosupresor en el tratamiento de psoriasis severa, pero no es hasta 1980 cuando
se demuestra su eficacia antiinflamatoria tras el desarrollo del primer ensayo clinico con dosis bajas
MTX en pacientes con artritis reumatoide (AR) severa 234 A partir de entonces, se contintan
realizando estudios rigurosos testando su eficacia como farmaco antiinflamatorio 23#23> hasta que,
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en 1988, la FDA (US Food and Drug Administration) aprueba su uso en pacientes con AR 236, Desde
entonces el uso del MTX oral se ha ido incrementando progresivamente hasta llegar a implantarse
como terapia de referencia en AR y extendiéndose a otros tipos de artropatias inflamatorias y
enfermedades inflamatorias crénicas. En 2013 y 2014 la FDA aprueba dos formulas parenterales para
su uso en AR, que permiten una mayor biodisponibilidad del farmaco que su administracién oral 232,
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Figura 14. Estructura quimica del acido félico y metotrexato. Se indican caracteristicas quimicas de la molécula de MTX.
Adaptado de 2,

4.2.2. Indicaciones terapéuticas del MTX

El MTX es el farmaco antirreumatico de primera eleccion en el tratamiento de la artritis reumatoide
(AR) de inicio y establecida y estd incluido dentro del grupo de farmacos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad, FAME (en inglés DMARD, Disease Modifying Anntirheumatic Drug).
La SER (Sociedad Espafiola de Reumatologia), ACR (American College of Rheumatology) y EULAR (The
European League Against Rheumatism) recomiendan comenzar el tratamiento con una dosis de MTX
oral de 7.5-10 mg/semana, escalando hasta alcanzar una respuesta terapéutica, sin que exceda la
dosis de 25-30 mg/semana 232. Segun las recomendaciones EULAR para el manejo de la AR
actualizadas en 2019 2%’ (Figura 15), el MTX debe formar parte de la estrategia terapéutica inicial en
pacientes con AR activa, en todos aquellos que no hayan sido tratados anteriormente con ningln
FAME. Su amplio perfil de seguridad y eficacia frente a otros FAMEs (FAME sintético; ver
Introduccidn, apartado 5.2.6, Figura 32) lo convierte en el fairmaco de primera linea 232237238 Para la
utilizacion éptima del MTX como agente inductor de remisiéon en AR de inicio, se recomienda una
escalada rapida de la dosis hasta alcanzar los 20 o 25 mg semanales a los 3-4 meses de iniciar el
tratamiento 2%’. El tratamiento con MTX disminuye el dolor articular y el nimero de articulaciones
inflamadas, mejora los pardmetros analiticos de evolucién y actividad de la enfermedad como FR,
PCR o DAS28 (ver Introduccidn, apartado 5.2.5) y se asocia con una disminucion significativa de las
citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-8 en suero 236:239.240,
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Figura 15. Recomendaciones EULAR para el manejo de la artritis reumatoide. Actualizadas en 2019. *Diagndstico clinico
segun criterios de clasificacion ACR (American College of Rheumatology) y EULAR (The European League Against Rheumatism) en
2010 2!, se muestran en la Figura 30. 2Remision de acuerdo con los criterios ACR-EULAR (criterios Boolean e indices de actividad).
Si la remisién no se logra, al menos la actividad de la enfermedad tiene que disminuir. La terapia tiene que modificarse si a los 3
meses la actividad de la enfermedad no ha disminuido por lo menos un 50%. *Remisién sostenida: duracién de la remisién de la
enfermedad (segun criterios Boolean e indices de actividad) es igual o superior a 6 meses. *Presencia de RF y/o ACPA, actividad de
enfermedad alta, dafio articular temprano, entre otros. °La combinacién mas frecuente de FAMEsc son MTX, sulfasalazina e
hidroxicloroquina. FAMEb: farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad bioldgicos; FAMEsc: farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad sintéticos convencionales; iJAK: inhibidores JAK; tto: tratamiento. Adaptado de ?*’.

Aunque un 40% de los pacientes obtiene una respuesta ACR50, mas de un tercio de los
pacientes resultan refractarios a MTX 3¢ y alrededor de un 50% de los pacientes acaban generando
resistencia al farmaco 3. En caso de refractariedad (mala respuesta o intolerancia) al tratamiento,
se debe asegurar su biodisponibilidad de forma subcutanea. Aunque el caracter teratogénico del
MTX es dosis dependiente y a dosis menores de 15 mg semanales el riesgo de toxicidad es muy bajo,
se utiliza de forma combinada con la administracion oral de acido félico (5-10 mg) o acido folinico (5
mg), 24 horas después, para reducir su toxicidad hepatica y gastrointestinal, sin afectar su eficacia
clinica. Cuando existen contraindicaciones o intolerancia al MTX, se consideran otros FAMEs como
leflunomida o sulfasalazina 23’. Aunque parametros farmacocinéticos del MTX como los niveles de
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poliglutamilacién parecen asociarse a la actividad de la enfermedad, a excepcidn de los niveles de

poliglutamatos de MTX (MTX-Pgl) en eritrocitos, se carece de biomarcadores de respuesta a MTX
validados 232238,

El MTX también se emplea en el tratamiento de otras enfermedades autoinmunes entre las
que se incluyen la enfermedad de Crohn, psoriasis, artritis psoridsica, esclerosis multiple, miastenia
gravis o artritis idiopatica juvenil poliarticular; y, forma parte de estrategias quimioterapéuticas que
muestran eficacia frente a cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, leucemia linfoblastica aguda,
osteosarcoma, cancer de vejiga y coriocarcinoma 22%230234242-244 | 3 dosis de MTX varia en funcién
del tipo de enfermedad, mientras que la dosis de MTX en AR o APs, considerada como dosis baja
(LDMTX, low-dose MTX), varia entre 7.5-30 mg/semana; como farmaco antineoplasico, se emplean
> 500 mg/m? a la semana, considerada como dosis alta (HDMTX, high-dose MTX) 22%:232245 En ambos
casosi, para reducir sus efectos adversos de toxicidad a largo plazo sin afectar a su eficacia
terapéutica se administra acido folinico (10-15 mg/m?) 24 horas después. Aun asi, al ser un farmaco
teratogénico, no se puede emplear durante el embarazo y se desaconseja su administracién durante
el periodo de lactancia. 2324,

4.2.3. Farmacologia y farmacocinética del MTX en artritis reumatoide

El MTX se absorbe a nivel de yeyuno proximal por lo que su biodisponibilidad depende de la
capacidad de absorcién intestinal de cada individuo y de la dosis administrada, siendo 25 mg la dosis
de absorcién maxima 2¥’. Una vez absorbido, el MTX puede ser transformado por las bacterias
intestinales a DAMPA (4cido 2,4-diamino-N-metilpteroico), pero este metabolito representa menos
del 5% de la dosis administrada y apenas se detecta en orina o sangre. En el higado, ademas de sufrir
poliglutamilacidn, alrededor del 10% se transforma a 7-hidroxi-metotrexato (7’-OH-MTX) por accidn
de las enzimas aldehidooxidasa y xanthinaoxidasa, 8.

La poliglutamilacién de MTX y la formacién de 7’-OH-MTX limitan la biodisponibilidad de
MTX al entrar en la circulacién enterohepatica 2*>2%°. Un vez absorbido en el intestino y transportado
al torrente sanguineo, se distribuye a lo largo del cuerpo, siendo mayor su distribucion en
articulaciones inflamadas que en las normales 23, La maxima concentracion (Cmax) plasmatica de
MTX difiere entre 0.3-1.6 umol/Ly tiene lugar entre 0.75-2 horas después de su administracidn 222248
(Figura 16). El MTX tiene una vida media de 6 horas en sangre, siendo indetectable en suero después
de 18 horas 24%2°0_ Se excreta en orina en su forma nativa y en pequefias dosis en forma de a 7’-OH-
MTX via biliar 24>28, Los MTX-Pgl se detectan en tejidos durante semanas 2°%.
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Figura 16. Farmacocinética de MTX en pacientes con artritis reumatoide. Modelo representativo predictivo (--) y
observado (-) de la concentracién de metotrexato (uM) en plasma respecto al tiempo (h). Adaptado de 2,
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4.2.4. Metabolismo celular del MTX

La mayor ruta de entrada del MTX al interior celular se produce via RFC 2°2%2°3 y, dado que éste es
ubicuo, todas las células son susceptibles de internalizar MTX. También puede ser transportado por
PCFT 27y, en mucha menor extensién, por FR-a y FR-B 2°*. Se han descrito diferentes polimorfismos
genéticos en los transportadores de folato que provocan diferencias significativas en el proceso de
absorcién intracelular de MTX e interfieren en su eficacia farmacoldgica 23%231, Una vez en el interior
celular, al igual que ocurre de forma natural con los folatos, el MTX puede actuar como sustrato de
la FPGS, lo que conlleva la formacion de derivados de MTX con hasta 6 residuos glutamatos (Figura
17). Los MTX-Pgl de mas de tres residuos de glutamatos no son sustratos de los exportadores ABCC.
La poliglutamilacién de MTX aumenta la carga negativa de la molécula, su retencidn intracelular y su
eficacia farmacoldgica. EIl MTX en forma nativa o monoglutamato se considera una pro-droga que
tras la bioactivacion intracelular da lugar a la forma activa del farmaco, MTX-Pgl. La poliglutamilacion
de MTX es revertida por la enzima GGH, lo que facilita su salida del interior celular mediante los
transportadores ABCC1-5 y ABCG2, ademds del RFC, al ser éste bidireccional 21821°,
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Figura 17. Metabolismo celular del MTX simplificado.

Farmacolégicamente, como antagonista del acido félico, el MTX inhibe a la DHFR, lo que
implica una acumulacién de DHF y una disminucién de THF y, como donador de unidades de carbono
del OCM, esto se traduce en una disminucién de las reacciones metabdlicas dependientes de THF y
sus derivados. La disminucidn del pool de THF intracelular afecta a la disponibilidad de 5,10-CH,-THF,
sustrato de MTHFR, por lo que esta enzima también se inhibe de forma indirecta. MTX-Pgl es un
potente inhibidor de TS, ATIC y GARFT y, aunque la poliglutamilacion del MTX aumenta su afinidad
por estas enzimas, la especificidad por la DHFR es similar entre su forma nativa, en monoglutamato,
y poliglutamilada 226:227:238.255 | 3 TS representa la Unica fuente intracelular de TMP de novo, por lo
gue la inhibicién de esta enzima disminuye la producciéon de dTMP, generando una deficiencia en
timidilato y un desbalance en el pool de nucleétidos. La inhibicién de ATIC se traduce en una
disminucidn de IMP y, secundariamente, ATP, ambos esenciales para la sintesis de purinas. Debido a
estas actividades, el MTX inhibe la sintesis de novo de pirimidinas y purinas, sintesis de aminoacidos
y metilacién, impidiendo la replicacidn y reparacion del DNA e induciendo la muerte celular por
apoptosis 194229232 Aunque dichos efectos, mediados por sus propiedades como antifolato, pueden
contribuir a la disminucién de la proliferacién y al aumento de la apoptosis de las células
responsables de la inflamacidn del sinovio de pacientes con artritis reumatoide, se han postulado
otros mecanismos que explicarian la accién antiinflamatoria del farmaco como la restauracién de la
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expresion de genes del metabolismo del folato alterados en AR, liberacidn extracelular de adenosina,
inhibicidn de la produccién de poliaminas o el desacoplamiento de la enzima dxido nitrico sintasa
229232238 que se describen a continuacién. Por otro lado, dado que la suplementacién de acido félico
o acido folinico tras el tratamiento con MTX previene sus efectos toxicos pero no modifica su efecto
como farmaco antiinflamatorio, se sugiere que su mecanismo de acciéon en AR no estd ligado a sus
efectos antiproliferativos.

4.2.5. Mecanismo de accion del MTX en artritis reumatoide

A diferencia de su mecanismo de accidon como farmaco antiproliferativo en células tumorales, el
mecanismo de accién del MTX como farmaco antiinflamatorio en artritis reumatoide no esta del todo
caracterizado. En ese mismo sentido, se desconocen las razones de resistencia y falta de respuesta
clinica a MTX en algunos pacientes y no se conocen marcadores de respuesta a MTX de utilidad clinica
225231 A continuacion, se describen los principales mecanismos de accién propuestos:

a) Aumento de los niveles extracelulares de adenosina

La inhibicién de ATIC por MTX-Pgl induce la acumulacién intracelular de 5-aminoimidazol-4-
carboxiamida ribonucleétido (AICAR) y la disminucion de 10-formil-AICAR (FAICAR) (Figura 18).
AICAR inhibe las enzimas AMP desaminasa (AMPDA) y adenosina desaminasa (ADA), que induce la
liberacién al medio extracelular del nucledtido adenina que se convierte en adenosina por la accidn
de las enzimas ectonucleosido trifosfato disfosforilasa-1 (NTPDasa 1 o CD39) y ecto-5’-nucleotidasa
(ecto-‘5-NT o CD73) de la superficie celular. La adenosina se une a receptores especificos acoplados
a proteinas G de superficie celular (ADOR: A1a, Az, Azp ¥ As) de diversas poblaciones celulares
actuando como un potente mediador enddgeno antiinflamatorio y suprime reacciones inmunitarios
e inflamatorias 229232256,

La hipdtesis de que la adenosina media el efecto antiinflamatorio del MTX a través de estos
receptores se apoya en modelos in vitro y modelos animales de enfermedad, donde dosis bajas de
MTX, como las empleadas en AR, reducen los niveles intracelulares de glutatién y aumentan la
adenosina liberada al tejido inflamado 238, Estudios con ratones deficientes de A, As y CD37
describen como el MTX no disminuye la inflamacion 22%-231.238 En otros modelos de artritis in vivo, el
efecto antiinflamatorio del MTX se revierte en presencia de antagonistas no selectivos de receptores

de adenosina como cafeina y teofilina y en presencia de un antagonista selectivo del receptor Az,
232,238

La vida media de la adenosina en sangre es muy corta (medida en segundos) lo que dificulta
la medicion de su concentracion en fluidos bioldgicos. El metabolismo rapido de la adenosina se debe
a su rapida captacion por los receptores celulares ADORA y su degradacion a inosina por ADA
presente en plasma. Por ello, demostrar la implicacion de la adenosina en el efecto antiinflamatorio
del MTX en pacientes con enfermedades inflamatorias resulta complejo y la medicion se realiza de
forma indirecta a través de sus receptores 232, En relacién con la AR, esta descrita la sobreexpresién
de ADORA en células inmunes de pacientes 2°7:2°8 y |a expresidn de A, y Az en células sinoviales es
mayor en pacientes en tratamiento con MTX en comparacién con pacientes sin tratar 2°°. Ademas,
los niveles de expresion de la enzima ADA en el liquido sinovial y suero son mayores en pacientes

260

con AR en comparacidn con pacientes con osteoartritis *°° y se sugiere la correlacién de los niveles

de ADA en suero con el grado de actividad de la enfermedad en AR 252, Sin embargo, también existen

59



Introduccidn

datos contradictorios respecto a la hipétesis de la adenosina. Observaciones clinicas sugieren que la
cafeina reduce la respuesta terapéutica a MTX en pacientes con AR pero en un amplio estudio
retrospectivo, el consumo de diferentes dosis de cafeina no se asocia con una menor eficacia del
tratamiento con MTX 229232,

La produccién y liberacion de adenosina se ha propuesto como uno de los mecanismos
implicados en la disminucidn de la inmunidad celular e inflamacion por células Treg. Menores niveles
de expresién de CD39 se asocian con peor una respuesta a MTX en pacientes con AR vy tras el
tratamiento con MTX se ha descrito un aumento de expresiéon de CD39, potenciando la generaciéon
de adenosina por Treg 232238, También se ha descrito que la accién antiinflamatoria de MTX podria
estar relacionada con su capacidad de inhibir el factor de transcripcion NFkB en fibroblastos de forma
adenosina-dependiente, dado que NFkB es el regulador central de la expresidon génica de las
citoquinas proinflamatorias 22%262, y, con la capacidad de la adenosina de promover la transicién de
macroéfagos con fenotipo proinflamatorio o M1 hacia un fenotipo antiinflamatorio o M2 e inhibir la
expresion de citoquinas 2322°%. Aun asi, los datos con respecto a la hipétesis de adenosina son
contradictorios y no pueden explicar todos los efectos beneficiosos del MTX como farmaco
inmunodulador y antiinflamatorio en AR.

Liberacion extracelular

ATP ADP AMP de adenosina
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Figura 18. MTX induce la liberacién de adenosina extracelular. Esquema simplificado adaptado de 23223#

b) Desacoplamiento de la enzima 6xido nitrico sintasa y produccién de ROS

En linfocitos T, la DHFR, ademas de la reduccion del DHF, también cataliza la reduccion de
dihidrobiopterina (BH3) a tetrahidrobiopterina (BH4), que actia como cofactor de un gran nimero
de enzimas entra las que se encuentra la éxido nitrico sintasa (NOS). La inhibicién de la DHFR por
parte del MTX implica la inhibicion de formacidn de BH4, cuya consecuencia es una disminucién en
la produccidn de 6xido nitrico y un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
223232 Flevadas concentraciones de ROS se asocian con una activaciéon de JNK y del factor de
transcripcion AP-1 que induce la apoptosis celular (Figura 19)%32238,
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c) Aumento de la expresidn de lincRNA-p21

Recientemente se ha descrito como el MTX es capaz de regular la expresidn de algunos RNAs largos
intergénicos no codificantes (lincRNA, long intergenic non-coding), entre ellos lincRNA-p21,
codificado por un gen adyacente a CDKNI1A (codifica para la proteina p21) que regula una gran
variedad de procesos inmunitarios criticos e inflamatorio 22232, LincRNA-p21 se induce por p53,
como respuesta al dafio al DNA, y el MTX induce p53 232. Ademds, mientras que los niveles de p53 y
lincRNA-p21 estan disminuidos en pacientes con AR, éstos se reestablecen durante la terapia con
MTX 263,

En linfocitos T, MTX activa proteinas quinasas dependientes del DNA (DNA-PK) que inducen
un aumento de lincRNA-p21. lincRNA-p21 inhibe la expresidn de RELA (que codifica la subunidad p65
de NFkB) y disminuye los niveles de NFkB (Figura 19)?%°232, La induccidon lincRNA-p21 podria
contribuir a la eficacia antiinflamatoria del MTX en linfocitos T de pacientes con AR, donde se ha
descrito que NFKB se encuentra constitutivamente activo 22,

MTX
MTX-Pgl
A4
DHFR DNA-PK
BH, < > BH,
l NOS
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i NFKB
proinflamatorno
AP-1
apoptasis

Figura 19. Mecanismo de accién del MTX en linfocitos T en artritis reumatoide. El desacoplamiento de la enzima éxido
nitrico sintasa, la produccion de ROS y el aumento de expresion de lincRNA-p21 subyacen la accién antiinflamatoria del MTX en
linfocitos T en AR. Adaptado de 22,

d) Interferencia con la donacién de grupos metilo: disminucion de acumulacién de
poliaminas

La inhibicion de DHFR por MTX resulta en una disminucién del pool de folato intracelular y de las
reacciones de metilacién que afecta a la ruta de sintesis de poliaminas, como espermina y
espermidina, moléculas implicadas en crecimiento y proliferacion celular. Las poliaminas se
acumulan en células mononucleares, orina y tejido y liquido sinovial de pacientes con AR y su
hidrdlisis por monocitos resulta en la producciéon de amonio y H,0; que contribuyen al dafio articular.
Por ello, la inhibicion de la sintesis de poliaminas se relaciona con un menor dafo del tejido sinovial
de AR 229231232 Sin embargo, el uso de 3-deaza-adenosina, un inhibidor directo de la transmetilacion,
como terapia para AR, no resulta efectivo en la enfermedad 232238, Esto sugiere que la disminucién
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de las reacciones de metilacién y sintesis de poliaminas presenta un papel poco relevante en el
mecanismo de accion de MTX como farmaco antiinflamatorio.

4.2.6. Mecanismo de accién de MTX en macréfagos

Estudios previos de nuestro grupo de investigacion han descrito como los macréfagos presentes en
el liquido y tejido sinovial de pacientes con artritis reumatoide presentan un perfil de polarizacién
proinflamatorio e inmunoestimulador semejante al de macrofagos in vitro diferenciados en
presencia de GM-CSF (GM-M@) *°. La respuesta a MTX en macréfagos in vitro depende del estado de
polarizacion del macréfago, estd mediada por p53 y correlaciona con el nivel de expresién de la
enzima timidilato sintasa (TS). En concreto, los macréfagos polarizados con GM-CSF que expresan la
TS (GM-M@ TS*) son susceptibles a MTX, mientras que macrdfagos diferenciados en presencia de M-
CSF que expresan bajos niveles de TS (M-M@ TS’) y monocitos son refractarios a MTX. La inhibicién
de TS por MTX en GM-M@ resulta en la disminucién de deoxitimidina que deriva a la activacion de
p53 e induce la expresién de CCL20, LIF, MET y GDF15 *°!, genes diana de p53 264265 |a
determinacion del perfil de expresién génica inducido por MTX en GM-M@ indica que el farmaco es
capaz de inducir cambios génicos parcialmente similares a los inducidos por LPS en este tipo de
macréfagos °1.

Estos datos han permitido diseccionar el mecanismo de accién in vitro de MTX: el MTX es
capaz de condicionar a GM-M@ a la adquisiciéon de un estado de tolerancia inmunoldgica frente a
estimulos proinflamatorios. En consecuencia, macrdfagos preestimulados con MTX responden de
forma atenuada a patdégenos (LPS, LTA), TNF-a e incluso al liquido sinovial de pacientes con AR,
disminuyendo la produccién de citoquinas proinflamatorias, lo que contribuye a la accién
antiinflamatoria del farmaco (Figura 20)
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Figura 20. Mecanismo de acciéon de MTX en GM-M@ in vitro. La accién antiinflamatoria del MTX es consecuencia de su
capacidad para inducir un estado de tolerancia cruzada a estimulos proinflamatorios como LPS, LTA y TNF-a en GM-M@ %,
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Mecanisticamente, el MTX aumenta la expresién de TNFAIP3, gen que codifica para la
proteina A20, regulador negativo de la sefializacidon de NFkB y descrito como gen de susceptibilidad
en AR 266267 | 3 relevancia fisioldgica de estos resultados se apoya en muestras de pacientes con AR,

donde la expresidon de TNFAIP3 en PBMCs es mayor en pacientes que responden a la terapia con MTX
186

Estos resultados dan pie al desarrollo del primer objetivo de la tesis doctoral que ha
consistido en verificar ex vivo la hipétesis de que la accion antiinflamatoria de MTX deriva de su
capacidad de inducir un estado inmune de tolerancia, ya observada in vitro en GM-M@, en sujetos
sanos y determinar la cinética de los efectos de memoria inmune innata inducidos por MTX. Para
ello, se ha realizado el Ensayo Clinico en Fase | “Estudio de la accion tolerogénica de metotrexato
sobre macrdéfagos como mecanismo de accion en enfermedades mediadas por mecanismos inmunes”
(nimero EudraCT: 2017-002902-11; cédigo METOMAC).

4.3.Pemetrexed

El pemetrexed (PMX) es un antifolato multidiana que ejerce su accién mediante la interrupcion de
procesos metabdlicos dependientes del folato 228268.269 y se emplea como farmaco antineoplasico en
cancer de pulmdn no microcitico, también conocido como cancer de pulmdn de células no pequefias
(NSCLC), y mesotelioma pleural maligno 279272,

4.3.1. Origen e historia del PMX

El pemetrexed se sintetizé en base al Lometrexol, un antifolato especifico frente a enzima GARFT,
modificando el anillo 5-deazapteridina por un anillo de pirrolopirimidina 272. Esta sustitucion le
permitié ser un inhibidor especifico de la TS, mientras que disminuyd su capacidad inhibitoria hacia
GARFT. Desarrollado por la farmacéutica Eli Lilly and Company, su nombre original fue LY231514, que
més tarde se sustituyd por pemetrexed (Figura 21)%28272,
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CHfCHz ¢~ NH—CH %
NH \ cH, TZ’J
PEMETREXED ‘ s
~_ PABA ch, 2
NaA N NH CO‘OH

Pirrolopirimidina
PEMETREXED
Nomenclatura IUPAC: Acido (2S)-2-[4-[2-(2-amino-4,7-dihidro-4-oxo-1H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-5-il) etillbenzoillamino]pentanodioco

Foérmula molecular: CogH,,NsOg  Peso molecular: 427.4 kDa

PEMETREXED DISODICO
Nomenclatura IUPAC: Sal disédica del Acido N-[4-[2-(2-amino-4,7-dihidro-4-oxo-1H-pirrolo [2,3-d] pirimidin-5-il) etillbenzoil]-L-glutamico heptahidratado

Férmula molecular: C.ZOH.‘QN5Na20‘5 Peso molecular: 597 49 kDa  Sinénimos del farmaco: ALIMTA, MTA, LY231514

Figura 21. Estructura y caracteristicas quimicas de la molécula de PMX y de su formula comercial, pemetrexed
disodico. Adaptado de Pubchem.
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En 2004, la FDA aprueba el PMX para el tratamiento de mesotelioma pleural maligno en
aquellos pacientes en estados muy avanzados o en pacientes no candidatos para cirugia curativa o
primaria 27374, En 2008, se aprueba su uso como farmaco de primera linea frente al NSCLC de
histologia no escamosa localmente avanzado o metastdsico 27%, y, un afio después, se establece como
terapia de mantenimiento en aquellos pacientes cuya enfermedad no ha progresado después de
recibir cuatro ciclos de quimioterapia con platino (cisplatino o carboplatino) ?7°. Recientemente se
ha descrito la combinacion de PMX, platino y pembrolizumab, un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-PD-1 que impide la unién de sus ligandos PD-L1 y PD-L2, en aquellos pacientes sin
mutaciones tumorales positivas de EGFR o ALK con alta expresién de PD-L1. El PMX promueve la
eficacia de la terapia dirigida contra anti-PD(L)1 y anti-PD(L)1 restaura la sensibilidad del tumor a
PMX 275—277.

4.3.2. Indicaciones terapéuticas del PMX

En la actualidad, las indicaciones terapéuticas aprobadas por la EMA (Agencia Europea del
Medicamento) para el uso del PMX describen su uso como farmaco de primera linea en mesotelioma
pleural maligno y cancer de pulmén no micrdcitico (NSCLC) de tipologia no escamosa y como terapia
de mantenimiento en NSCLS (Figura 22).

Patologia Caracteristicas Régimen Uso

Mesotelioma pleural maligno

no resecable combinacion con platino primera linea
NSCLC
histologia no escamosa localmente avanzado o metastasico combinacion con platino primera linea
histologia no escamosa  sin progresion tras quimioterapia con platino monoterapia mantenimiento

Figura 22. Indicaciones terapéuticas del PMX aprobadas por la EMA.

En ambos tipos de patologias, la dosis recomendada de PMX es de 500 mg/m?, considerada
como dosis alta, y se administra por infusidn intravenosa el primer dia de cada ciclo de quimioterapia
(21 dias) en combinacidén o no con platino (cisplatino o carboplatino). Para reducir la toxicidad de

ambos agentes quimioterapéuticos se suplementa a los pacientes con acido félico y vitamina B12
271,273,274

4.3.3. Metabolismo celular y mecanismo de accién del PMX

La entrada del PMX al interior celular es via RFC y PCFT 297, El PMX es el antifolato con mayor afinidad
por PCFT 207228 Una vez en el interior celular es sustrato de la FPGS y los derivados poliglutamilados
de PMX (PMX-Pgl) presentan mayor retencidn intracelular y actividad inhibitoria frente a las enzimas
del metabolismo del folato que en forma de monoglutamato (PMX) (Figura 23). La FPGS presenta
una alta afinidad por PMX, lo que se traduce en una rapida poliglutamilacién que comienza aun
cuando el PMX estd presente a concentraciones intracelulares muy bajas 2’8, La rapidez de
acumulacién de PMX-Pgl en el interior celular representa una ventaja farmacoldgica del PMX frente
a otros antifolatos como el MTX, ya que prolonga el tiempo de inhibicidon de sus enzimas diana. En
concreto, PMX compite con el folato inhibiendo la actividad de las enzimas TS, DHFR, GARFT 2%,
siendo su diana farmacoldgica principal la TS. Aunque existen pocos estudios, también se ha
demostrado la capacidad inhibitoria de PMX por ATIC 27°. La accién del PMX sobre estas enzimas, al
igual que ocurre con el MTX, deriva en un desequilibrio en el pool de nucledtidos de timina y purina
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celular, impidiendo la sintesis y reparacion del DNA e induciendo muerte celular. Aunque no se han
descrito diferencias en cuanto a su capacidad de inhibicién de DHFR entre su forma nativa o PMX-
Pgls (pentaglutamatos de pemetrexed). PMX-Pgls presentan mayor capacidad inhibitoria de la TS,
GARFT y ATIC que su forma en monoglutamato 228268269,

PMX ) .

PMX ————— PMX-Pgl
: FPGS A
: GGH .~ L 7 T8

DHF i ZARFT /\

= ATIC
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THF

Figura 23. Metabolismo celular del PMX simplificado.
4.4.Comparacion entre los antifolatos MTX y PMX

Aunque MTX y PMX forman parte del grupo de antifolatos que se poliglutamilan y ejercen una
funcién similar en el OCM **, MTX y PMX difieren en varios parametros (Figura 24) entre los que
destacan los que se describen a continuacion.

El primer parametro que diferencia al PMX del MTX es su entrada al interior celular. La
afinidad del RFC por PMX es superior a la afinidad por MTX (Km = 1.1 pM vs. 2-26 uM) aunque la
velocidad maxima (Vmax) es comparable 280 y, a diferencia del MTX (Km = 2 uM), el PMX es un
excelente sustrato del PCFT (Km = 50 nM). La cinética de poliglutamilacién de ambos antifolatos
también es diferente. Esto se debe a que la afinidad de la FPGS por PMX es casi 100 superior a la
afinidad de FPGS por MTX (Km = 0.8 uM vs. 166 uM), lo que se traduce en una mayor capacidad y
tiempo de inhibicidn de sus enzimas diana. Por ultimo, el PMX tiene mayor capacidad inhibitoria de
la TS que el MTX (PMX-Pgls Ki = 1.3 nM vs. MTX-Pgls Ki = 47 nM). Aunque ambos antifolatos resultan
en la inhibicidn de reacciones dependientes de THF, los efectos del MTX se logran principalmente
por una deplecién de cofactores celulares de THF al ser la DHFR su diana principal, mientras que el
PMX actla mediante un bloqueo directo de enzimas biosintéticas que dependen de cofactores del
THF (como la TS) sin un efecto directo en el pool de THF intracelular 197:228.268,.278-280 Ademds, como
se ha comentado anteriormente, las indicaciones terapéuticas de cada farmaco son diferentes.
Aunque ambos antifolatos se emplean como agentes quimioterapéuticos en tumores de diferente
etologia, el MTX tiene uso exclusivo en AR.

En relacion con todos estos datos, el segundo objetivo de la tesis doctoral consiste en evaluar
la capacidad del antifolato PMX de promover un efecto antiinflamatorio en macréfagos.
Hipotetizamos que, por analogia al mecanismo de tolerancia a endotoxina, y en comparacidn con
macréfagos no expuestos a PMX, los macréfagos expuestos a PMX responderian de manera
subdptima a una estimulacion proinflamatoria subsecuente. Por ello, el segundo capitulo de este
trabajo ha consistido en evaluar la capacidad de PMX de promover un estado de tolerancia cruzada
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a LPS mediante el andlisis del perfil transcripcional y funcional inducido por PMX en GM-M@ vy

determinar los mecanismos moleculares subyacentes.
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Figura 24. Comparacion entre los antifolatos metotrexato y pemetrexed. Esquema representativo (arriba) de la entrada
y salida intracelular, poliglutamilacién e inhibicién de enzimas diana dependientes de folato del metotrexato (MTX) y pemetrexed
(PMX). Tabla comparativa (abajo) de las constantes de afinidad e inhibicién de MTX y PMX en sus formas nativas (MTX, PMX) o en

forma de pentaglutamatos (MTX-Pgls, PMX-Pgls) 197:228,268,278-280_
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5. Artritis

El termino artritis hace referencia a la inflamacién de una o mads articulaciones e implica la
degradacién y destruccion de estructuras articulares como sinovio, cartilago y bursa, entre otros. La
artritis comprende a numerosas enfermedades y afecciones reumaticas donde los sintomas comunes
son dolor, rigidez e inflamacién de la articulacién y alrededores. La artritis se produce como
consecuencia de una enfermedad autoinmune (artritis inflamatorias), fractura dsea, desgaste de
articulaciones o infeccion por patégenos.

Las artritis inflamatorias, entre las que se incluyen la artritis indiferenciada (Al), artritis
reumatoide (AR) y artritis psoridsica (APs), son un grupo de enfermedades reumaticas inflamatorias
de cardcter autoinmune que se inician por una pérdida de tolerancia inmunolégica a antigenos
propios. Esta desregulacién implica que la inmunidad protectora se vuelva patogénica y ataque a las
articulaciones. El desarrollo de la artritis inflamatoria implica tanto a células del sistema inmunitario
adaptativo como a células del sistema innato. En la actualidad no existe un tratamiento que suponga
la cura efectiva para la artritis inflamatoria, los tratamientos disminuyen el dolor y la rigidez y
mejoran la movilidad articular.

5.1.Artritis indiferenciada

El término artritis indiferenciada (Al) se aplica a pacientes con artritis inflamatoria que no pueden
clasificarse dentro de un diagndstico especifico de acuerdo con los criterios de clasificacion de la AR
241,281 5 de |a espondiloartritis (EA) 282, incluyendo la APs 283, La Al se encuentra en la practica clinica
de la artritis de reciente comienzo con una prevalencia del 30-50% de los casos %4 y esta variabilidad
se explica por la ausencia de un consenso homogéneo en cuanto al tiempo de evolucion. Aunque la
mayoria de los autores limitan el termino artritis de reciente comienzo a pacientes con menos de un
afo del primer cuadro de inflamacién articular, hay estudios que incluyen pacientes con
sintomatologia de hasta 3 afios 28428>,

La Al puede evolucionar a una enfermedad articular inflamatoria bien definida, resolverse
espontdneamente o persistir indiferenciada. Tras un afio de seguimiento, alrededor del 30% de
pacientes progresan a AR; entre el 7-15% progresan a un tipo de EA periférica, principalmente APs
286. v entre el 20-60% de pacientes se mantienen con una actividad persistente pero limitada de la
enfermedad (Al persistente) 284, Esta variabilidad en su evolucién justifica la necesidad de busqueda
de biomarcadores de diagndstico y clasificacion temprana de pacientes con Al para discriminar entre
aquellos que desarrollardn una artritis persistente como AR o APs y los que tendran una patologia

autolimitada.

5.1.1. Presentacion clinica y caracteristicas generales de la artritis indiferenciada

El dafio articular y el grado de actividad de la enfermedad resultan similares entre pacientes con Al
y pacientes con AR de reciente comienzo con una duracién de la enfermedad similar. La Al suele
presentar menor deterioro de articulaciones de las manos, grado afectacion articular simétrica y
numero de articulaciones tumefactas (NAT) global, asi como, una duracién de la rigidez matutina
menor que AR. La respuesta de fase aguda medida a partir de velocidad de sedimentacidn globular
(VSG) y proteina C reactiva (PCR) en pacientes con Al suele ser igual o menor que en AR, y la capacidad
funcional, evaluada mediante el cuestionario de discapacidad (HAQ), mayor que pacientes con AR
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285,287 | 3 presentacion clinica mas frecuente en los pacientes con Al que evoluciona a AR (AI-AR) es
la poliartritis (inflamacion de mas de cuatro articulaciones); mientras que en aquéllos con afeccion
oligoarticular (inflamacion de cuatro o menos articulaciones) el diagndstico mas frecuente es el de
una espondiloartropatia 28>. A excepcién de un estudio reciente que sugiere la expresidén de genes
inducibles por interferén MxA como biomarcador de progresiéon de Al a AR y un aumento en la
densidad de fibroblastos y mastocitos en la progresion hacia APs 22, no existen marcadores de
transicion entre Al y las formas definidas de artritis, AR y APs.

En este sentido, el tercer capitulo de este trabajo aborda el analisis de la expresién y la
fuente celular de produccién de GM-CSF junto con el estado de polarizacién y la densidad de
macroéfagos en la cavidad sinovial de pacientes con artritis indiferenciada persistente y en diferentes
fases de evolucién (artritis indiferenciada con evolucion a artritis reumatoide, Al-AR;y, artritis
indiferenciada con evolucidn a artritis psoridsica, Al-APs) y en pacientes con las artritis inflamatorias
establecidas mas prevalentes (AR y APs) con el objetivo de identificar posibles biomarcadores
distintivos de transicion entre Al y artritis establecidas (AR y APs).

5.1.2. Diagnéstico y tratamiento de la artritis indiferenciada

El manejo de la artritis de reciente comienzo ha variado en los ultimos afios debido al desarrollo de
nuevas terapias eficaces y nuevos conceptos en el diagndstico. Las recomendaciones EULAR para el
manejo de la artritis de reciente comienzo se publicaron en 2007 2#° y se han actualizado en 2016 2°°
(Figura 25). El objetivo del tratamiento de la artritis de reciente comienzo es la remisién de la
enfermedad y la prevencion de la destruccidn articular. Y en lo que compete a la Al, resulta clave
para la estrategia terapéutica determinar si el paciente desarrollara un tipo de artritis erosiva
y/o persistente o se mantendra con una actividad limitada de la enfermedad que, incluso, pueda
entrar en remisién de forma espontanea. Desde los primeros meses de evolucién de la artritis se
produce erosidn y daio articular, por lo que si se espera a que un paciente cumpla los criterios de
clasificacién para comenzar con el tratamiento, en muchos casos, el dafio resulta irreversible 2°. Por
ello, en la valoracién clinica de la Al resulta clave la determinacion del prondstico del paciente, si la
artritis remitird o persistird, mas que si cumple o no criterios de una determinada artritis.

Segun las recomendaciones EULAR para el manejo de la artritis de reciente comienzo 2892
tras determinar la presencia de artritis (inflamacidn articular con rigidez y/o dolor), evaluada por un
reumatologo en un plazo de 6 semanas desde el inicio de los sintomas, y tras descartar la presencia
de una artritis definida, se consideran factores predictivos de la actividad persistente 2%, Se han
identificado varios pardmetros clinicos y analiticos entre los que se encuentra la presencia de
autoanticuerpos especificos de AR (FR y/o ACPA, ver Introduccién, apartado 5.2.1) en serologia, el
grado de afectacidn articular (recuento de NAT y del nimero de articulaciones dolorosas, NAD), la
duracion de la sintomatologia antes del diagndstico inicial y presencia de reactantes de fase aguda
(VSG y PCR), entre otros, que resultan claves para determinar el riesgo de desarrollar una forma de
artritis persistente y/o desarrollar AR u otra artropatia definida 2°2.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son terapias sintomaticas eficaces que no
modifican la patogenia, pero disminuyen la inflamacién con mayor eficacia que los analgésicos
comunes. Deben emplearse a la dosis minima eficaz durante el menor tiempo posible y después de
la evaluacién de riesgos gastrointestinales, renales y cardiovasculares. Aunque no cumplan criterios
de clasificacién para una determinada enfermedad reumatica inflamatoria, aquellos pacientes con
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riesgo de desarrollar una forma persistente y/o erosiva de artritis deben comenzar el tratamiento
con FAME, lo mas pronto posible (idealmente en un plazo de 3 meses). El objetivo principal del
tratamiento con FAMEs es lograr la remisién clinica y el control de la actividad de la enfermedad y
eventos adversos. El MTX debe formar parte de la primera estrategia de tratamiento, a menos que
exista contraindicacidn. Las inyecciones intraarticulares de glucocorticoides deben considerarse para
el alivio de los sintomas locales de inflamacidn y aunque los glucocorticoides sistémicos reducen el
dolor, hinchazéon y progresién del dano articular, debido a la toxicidad y efectos secundarios
acumulativos, deben ser utilizado a la dosis mds baja necesaria como tratamiento adyuvante
temporal (menor a 6 meses) .

Artritis de reciente comienzo

Artritis reactiva

Artritis reumatoide
> Artritis definida Espondiloartritis

Polimialgia reumatica
Infeccion por patégenos

Artritis indiferenciada

¢ Factores predictivos de NO

actividad persistente?

Artritis autolimitada
Sl

\
Artritis temprana con riesgo contraindicacién MTX
de actividad persistente y/o
erosiva

\/

empezar MTX + glucocorticoides corto plazo  + empezar leflunomida
l o sulfasalazina

NO s
¢remision a los 6 meses'? sl

\4 i
adaptar estrategia continuar
terapéutica

Figura 25. Recomendaciones EULAR para el manejo de artritis de reciente comienzo. Actualizadas en 2016. Una vez
implantado el tratamiento, la monitorizacién de la actividad de la enfermedad debe hacerse cada 1-3 meses. Remisién de acuerdo

con los criterios ACR-EULAR 2%, Si la remisién no se logra, al menos la actividad de la enfermedad tiene que disminuir. Adaptado de
290

5.2.Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica de curso lento y caracter
autoinmune que actla inicialmente a nivel articular con posible compromiso sistémico en su
evolucidn 2%, La alteracion caracteristica de la AR es una sinovitis (inflamacién del tejido sinovial)
poliarticular que afecta principalmente a las articulaciones periféricas de forma simétrica que acaba
provocando la destruccion y deformidad de la estructura articular, osteoporosis yuxtaarticular y
severa discapacidad funcional. La sintomatologia inicial, ademas de la sinovitis persistente con dolor,
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hinchazoén y rigidez, incluye cansancio, fatiga, fiebre, astenia, pleuresia, rigidez matutina y dificultad
para dormir 294295,

La AR es la enfermedad inflamatoria mds frecuente de las enfermedades cronicas,
autoinmunes y sistémicas, afecta casi al 1% de la poblacién mundial y, segin la Sociedad Espafiola
de Reumatologia, tiene una prevalencia en Espafia entre el 0.5-0.8% y una incidencia mayor en
mujeres (3:1, mujeres-hombres) 2°%2%5, Se trata de una enfermedad con presentacidon clinica
heterogénea. Los pacientes con artritis reumatoide pueden subdividirse conforme a diferentes
criterios, uno de ellos es la presencia (AR seropositiva) o ausencia (AR seronegativa) de
autoanticuerpos como factor reumatoide (FR) o anticuerpos anti-modificaciones postraduccionales
de proteinas (AMPA) como anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado (ACPA) 2°4.

5.2.1. Etiologia, patofisiologia y desarrollo de la artritis reumatoide

La etiologia de la artritis reumatoide es compleja, multifactorial y parcialmente conocida. Incluye
factores genéticos (genes susceptibles y modificaciones epigenéticas), ambientales, endocrinos
(como el inicio de la menopausia o factores hormonales), factores derivados del sistema inmunitario
(FR, AMPA) y agentes infecciosos (micoplasma, virus de Epstein Barr, citomegalovirus, parvovirus
B19, virus de la rubeola y herpes), entre otros, que contribuyen a la patogenia y gravedad clinica
294,236 Algunos de ellos se describen a continuacién.

Los autoanticuerpos FR y los AMPA son los principales factores de la patogenia derivada por
la respuesta inmune adaptativa. La citrulinacion es una modificacidon postraduccional de proteinas
caracterizada por la conversién de un residuo de arginina a citrulina. Esta reaccién estd catalizada
por la enzima PAD o PAID (peptidil arginina deiminasa) en proteinas intracelulares (histonas) o
proteinas de la matriz extracelular (vimentina, fibronectina, fibrindgeno, vimentina, enolasa y
coldgeno de tipo Il). Los ACPA se generan en AR como respuesta autoinmune al péptido ciclico
citrulinado. Los AMPA también incluyen anticuerpos contra modificaciones postraduccionales como
carbamilacion (ACarP) y acetilaciéon (AAPA) 2°%2%4 E| factor reumatoide o FR es un autoanticuerpo de
tipo inmunoglobulina M (IgM) dirigido contra la regién constante (Fc) de la inmunoglobulina G (1gG)
humana. Aunque no es especifico de AR y ocurre en el contexto de otras condiciones inflamatorias
como la respuesta inmune frente a los complejos que contienen IgGs, la presencia de FR en sangre
es la caracteristica inmune clasica asociada a la AR y se detecta en el 60-80% de los pacientes 2%’. Tal
y como se comentd anteriormente, los pacientes con AR pueden subdividirse conforme a la presencia
(AR seropositiva) o no (AR seronegativa) de autoanticuerpos. La AR seropositiva constituye
aproximadamente 2 de cada 3 casos de la enfermedad (70-80% de los pacientes con AR) y cursa con
un desarrollo de la enfermedad mdas severo con mayor destruccién 6sea y articular 2%, Los
autoanticuerpos ACPA y FR se emplean habitualmente para el diagndstico y prondstico de la
enfermedad 2372%!, Por su parte, las AR seronegativas, se caracterizan por la ausencia de
autoanticuerpos AMPA y/o FR pero pueden presentar otros anticuerpos. Aunque el grado de
actividad de la enfermedad y la destruccidn articular suele ser menor que en AR seropositivas,
pueden desarrollar ACPA y FR con la evolucién de la enfermedad y su diagndstico cambiar a AR
seropositiva 2%%.

Estudios genéticos han demostrado la existencia de mas de 100 polimorfismos asociados al
desarrollo y susceptibilidad de la enfermedad. La mayoria de los genes implicados en la
predisposicién al desarrollo de AR son los genes que codifican para las moléculas de
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histocompatibilidad (MHC), especificamente polimorfismos en HLA-DRBI, loci del gen HLA-DR
presente en células APC 2. Los alelos de epitopo compartido HLA-DRB1 positivos y variantes en el
gen PTPN22 se han asociado con un aumento de produccién de FR y ACPA. También se han
identificado otros genes susceptibles de polimorfismos asociados con la enfermedad como STATY,
CTLA4, TNFAIP3 vy PADI4 266:2%4295301 ' A oy vez, la principal modificacién epigenética que se ha
relacionado con la enfermedad es la metilacion en la regién génica del MHC. También se han descrito
acetilaciones y fosforilaciones en el genoma provocando una alta susceptibilidad a la enfermedad
302_

Respecto a los factores ambientales que contribuyen a la enfermedad se esta estudiando
activamente el papel del tabaquismo, la alteracidn en la microbiota intestinal y la gingivitis
(Porphyromonas gingivalis que expresa PADI4). Estos factores pueden actuar como estresores y
promover modificaciones epigenéticas y postraduccionales que inducen la transcripcion de
citoquinas proinflamatorias 29122429303 por ejemplo, se ha descrito que el tabaco y otras formas de
estrés bronquial aumentan el riesgo de AR en personas con alelos HLA-DR4 susceptibles 304,

Actualmente, no se ha identificado ningun factor Unico y especifico responsable de la
enfermedad. Se entiende que la interaccion de alguno de estos determinantes desencadena el
escenario inflamatorio sinovial y contribuyen al desarrollo de la enfermedad en el individuo con
predisposicién. La interaccion entre factores genéticos y ambientales junto con modificaciones
epigenéticas y postraduccionales desencadenan una pérdida de tolerancia inmune que induce
autoinmunidad (Figura 26) 2°42%°,

Suceptibilidad genética / Modificaciones postraduccionales
Modificaciones epigenéticas citrulinacion y generacion
Factores ambientales de nuevos epitopos
activacion de
M@y DCs ‘

/

f’\ Pérdida de tolerancia
Sinovitis ¥
degradacion cartilago \\QD; @
) erosion osea Wy .
ngpéNlliE:;?;mg -— ‘% == Y linfocitos T ‘. /;
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tejidos linfoides 5 4oanticuerpos
secundarios
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Figura 26. Factores implicados en el inicio y progresion de la artritis reumatoide. ACPA: anticuerpos antipéptidos ciclicos
citrulinados; DCs: células dendriticas; FR: factor reumatoide; M@: macréfagos. Adaptado de 253294303,

Las modificaciones postraduccionales como acetilacion, carbamilacién o citrulinacién en la
mucosa del pulmén, boca o estdmago pueden producir alteraciones en los péptidos de unién al
heterodimero MHC, especialmente aquellos que contienen el epitopo compartido y permiten la
presentacion de antigenos a células T. Estos nuevos epitopos, generados a partir de la conversion de
peptidil arginina a peptidil citrulina, son reconocidos y presentados por APC a linfocitos Ty B, lo que
activa la respuesta inmune adaptativa en tejidos linfoides y, en el caso de AR seropositivas, generan
la produccién de los autoanticuerpos FR y ACPA 24,
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La inflamacién sinovial comienza con la infiltracion de células mononucleares, sobre todo
linfocitos T y macréfagos, junto con la activacion de células residentes de la membrana sinovial. Los
inmunocomplejos, citoquinas y/o el complemento activan a macréfagos y fibroblastos que producen
mediadores de inflamacién 2303305 |os sinoviocitos FLS activados producen citoquinas
proinflamatorias (IL-6, IL-15, IL-18 e IL-22), prostaglandinas, leucotrienos, grandes cantidades de
proteasas de matriz extracelular (MMP1, MMP3, MMP13), captesinas y agrecanasas (ADAMTS-4 y 5)
que promueven la degeneracién del cartilago y hueso 2°13%, Los linfocitos B, ademds de presentar
los inmunocomplejos a los linfocitos Ty producir autoanticuerpos y quimioquinas, estan implicados
en la formacién de nuevos vasos que fomentan la angiogénesis e infiltracion celular. De la misma
forma, los linfocitos T tienen una amplia participacidn en la patogénesis de la enfermedad al producir
IL-2, IL-17, IFN-y, GM-CSF y TNF-a y activar a macréfagos. El aumento de liquido sinovial aumenta la
presion e hipoxia tisular y se induce la transcripcién de HIF1-a y VEGF que deriva en un incremento
de la angiogénesis. También se activan y expresan moléculas de adhesién extracelular como E-
selectina y moléculas de adhesién intracelular endotelial y vascular como ICAM o VCAM que
permiten la diapedésis y una mayor infiltracidn de linfocitos Th17, células dendriticas, macréfagos y
linfocitos B a la membrana sinovial 294294295307 por (iltimo, fibroblastos activados, linfocitos T y
linfocitos B desencadenan la generacién de osteoclastos y reabsorcidn dsea a partir de la produccion
de RANKL que se une a su receptor RANK en macréfagos, células dendriticas y pre-osteoclastos 398309,
Asi, la accidn autocrina y paracrina de los mediadores de inflamacidn junto con la respuesta inmune
adaptativa persistente pueden perpetuar la enfermedad y acabar produciendo la destruccién del
cartilago y hueso articular 224295307,

5.2.2. Membrana sinovial de articulacion sana y de pacientes con artritis reumatoide

La articulacién estd compuesta por la cdpsula articular, formada por tejido conjuntivo denso, y por
la cavidad sinovial, que engloba a la membrana y al liquido sinovial. La membrana sinovial tapiza la
cara interna de la cdpsula articular y es la encargada de producir el liquido sinovial, que rellena toda
la cavidad o espacio articular y actia como lubricante permitiendo el movimiento de la articulacidn.
En una articulacién sana, el liquido sinovial es un trasudado acelular y viscoso del plasma sanguineo
enriquecido en acido hialurénico. La membrana sinovial se divide anatémica y funcionalmente en
dos capas: capa intima o lining y capa subintima o sublining. La capa intima o lining es la capa que
estd en contacto con la cavidad articular, y en la articulacidn sana, estd constituida por una fina capa
(2 0 3 células de espesor) de sinoviocitos estructurado con uniones celulares pero carente de ldmina
basal y uniones estrechas 320, Los sinoviocitos son de tipo sinoviocitos macrofagicos (macréfagos; ver
Introduccion, apartado 5.2.3.) y de tipo sinoviocitos fibroblasticos (fibroblastos, FLS). Los macréfagos
residentes expresan CD11b, CD14 CD16 y CD68 31, Los sinoviocitos fibrobldsticos son células
mesenquimales con apariencia y caracteristicas similares a fibroblastos que expresan CD90,
vimentina y colageno tipo IV y V 396307312 | 3 capa subintima o sublining se encuentra por debajo del
lining y esta constituida por tejido conectivo inervado y vascularizado por arteriolas y capilares
aislados con la presencia de algunos adipocitos y fibroblastos y, en ocasiones, puede producirse la
infiltracién de un pequefio nimero de macréfagos vy linfocitos 31°,

El tejido sinovial de los pacientes con AR presenta una estructura y caracteristicas diferentes
al tejido sinovial normal (Figura 27). El liquido sinovial se infiltra de neutréfilos, y, en menor
proporcidn, de células dendriticas, linfocitos y macréfagos. Se produce una hiperplasia del lining
debida a la proliferacién y activacién de los sinoviocitos y macréfagos y a su produccidn de citoquinas,
quimioquinas y proteasas que promueven la inflamacién y el dafio articular. Los fibroblastos

72



Articulacién sana

Capsula articular // L) ‘
% e )
b A - & ®_@® M2 DCs
Cavidad sinovial f ,‘/ \ ® .
Liquido sinovial L M?mb’?']‘a Sublig.in fibroblastos linfocitos T
. N sinovia i
Membrana sinovial 9 capa subintima
/}/ i — =
cartilago - ; ® '
. & maslocites _ Sinoviocitos
1 macrofagos y FL:
: ) @
inir E \ ..
ca La";:ﬁlgma g \ Lining &
P : Cartilago ~ €@pa intima
: :
v
'

Introduccidn

producen quimioquinas que atraen a linfocitos y pueden desarrollar un fenotipo que constituye el
frente invasivo de la sinovial en el hueso articular, denominado pannus. El tejido pannus invade y
erosiona el cartilago y el hueso contiguo. El sublining sufre también un proceso de hiperplasia y
angiogénesis e invade el tejido conectivo perdiendo su funcionalidad. Se produce, ademas, la
infiltracion masiva de macréfagos, linfocitos y fibroblastos, debido a los vasos de nueva formacion,

que exacerba aun mas la inflamacién y erosién del cartilago y hueso articular por osteoclastos
291,294,312,313

\

Articulacion de artritis reumatoide
\ Liquido sinovial

Figura 27. Representacion esquematica de una articulacion sana y una articulacion de artritis reumatoide con
sinovitis. Se muestran los tipos celulares implicados en la patogenia de la artritis reumatoide (AR). La composicién celular de la
sinovitis en AR incluye células inmunes innatas (células dendriticas, macréfagos, mastocitos y neutrdfilos) y células inmunes
adaptativas (linfocitos B y T). DCs: células dendriticas; FLS: sinoviocitos fibroblastos; M@: macréfagos. Adaptado de 3%,

Aunque la composicidn celular de la sinovitis incluye tanto a células inmunes innatas y
adaptativas como a células del estroma sinovial, la heterogeneidad de la AR también se manifiesta
en el tipo celular predominante del tejido sinovial. Asi, el analisis celular y molecular del tejido
sinovial ha permitido categorizar a los pacientes con artritis de reciente comienzo en tres categorias
histolégicas o patotipos antes del inicio de la terapia inmunomoduladora 3*:

a) Patotipo linfo-mieloide: caracterizado por la presencia de linfocitos T, linfocitos B, células
plasmaticas y enriquecida en macrdéfagos.

b) Patotipo mieloide-difuso: caracterizado por la presencia de células del linaje mieloide pero
pocos linfocitos B.

c) Patotipo pauci-inmune: caracterizado por la presencia de células estromales como
fibroblastos y pocas células inmunes.

5.2.3. Macréfagos en artritis reumatoide

Los macréfagos son uno de los tipos celulares mas abundantes en el sinovio de pacientes con ARy
numerosos datos experimentales corroboran su implicacién en la patogenia de la enfermedad
46,313,315 E| nimero de macréfagos en el tejido sinovial correlaciona con el grado de erosidn articular
316317 y e| incremento del nimero de macréfagos se considera un marcador de inicio de actividad d
lae la enfermedad 31831°, En comparacién con la membrana sinovial sana, se ha descrito como el
nimero de macréfagos CD68*y CD163* en la MS se encuentra aumentado en AR %2312, contribuye a
la hiperplasia del sublining y se correlaciona con indicadores de actividad de la enfermedad como
PCR, VSG y NAT 319320 Ademds, el nimero de macréfagos CD68* del sublining difiere entre
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tratamiento efectivo o no 32! y sugiere que los macrdfagos del sublining constituyen un biomarcador
de la respuesta al tratamiento con anti-TNF 322 y con corticoides intraarticulares 323,

Diversos estudios recientes abordan la caracterizacion funcional de macrdéfagos en la
inflamacidn articular en comparacién con condiciones homeostaticas mediante tecnologia single cell.
Por ejemplo, la poblacién de macréfagos CXsCR1* TREM* del lining forma una barrera inmunoldgica
protectora similar a un epitelio que se repuebla constantemente a partir de la proliferaciéon de
macroéfagos residentes CX3CR1. Se ha descrito la actividad antiinflamatoria y reparativa de los
macréfagos CXsCR1* TREM* durante la remision de AR 3%4. Los macréfagos inflamatorios HBEGF* del
sublining promueven la invasién de fibroblastos de forma dependiente al receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y contribuyen a la destruccién de la inflamacién mediada por
fibroblastos 3%°.

La implicacion de los macrofagos en la patogénesis de la AR (Figura 28) se puede englobar en cuatro
aspectos:
1) Proliferacién y activacion de FLS mediante la produccién de TNF-a e IL-1.

2) Osteoclastogénesis:
La produccion de IL-1 B, IL-6 y TNF-a por macréfagos junto M-CSF y RANKL, producido por FLS
activados, inducen la formacién y activacion de osteoclastos 46:313:326,

3) Reclutacién de monocitos:
La produccién de IL-1, TNF-a y CCL2 por macrofagos induce la extravasacion de monocitos desde la
sangre a la cavidad sinovial y la secrecion de IL-18 induce, a su vez, un aumento de la produccién de
CCL2 41,46,327.

4) Activacién de células T:
Los macrdéfagos secretan las citoquinas TNF-q, IL-12, IL-15 e IL-18, que contribuyen a la diferenciacién
de linfocitos Th1 327; IL-23, que induce la proliferacién de los linfocitos Th17 3%8; e IL-26, que induce
la produccién de IL-1B, IL-6 y TNF-o. por monocitos y la diferenciacién de Th17 via IL-1pB 3%°.

Proliferacion y
activacion de FLS
Activacion de linfocitos
Th1/Th17

N

Reclutacién
de monocitos

K/ \J Osteoclastogénesis

Figura 28. Esquema representativo de la implicacion de macréfagos en la patogénesis de la artritis reumatoide. FLS:
sinoviocitos fibroblastos. Adaptado de **.

También hay que destacar el papel de las citoquinas IL-22 e IL-29, ambas producidas tanto
por macroéfagos como por FLS. La IL-22 promueve respuestas inflamatorias en la cavidad sinovial de
AR e induce la proliferacién de FLS y produccidn de citoquinas proinflamatorias 33. La IL-29, ademas
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de aumentar la inflamacidn sinovial, promueve la degradacién del cartilago 331. Algunas citoquinas
como GM-CSF son capaces de inducir la sintesis de IL-1-B y TNF-a y contribuir a la perpetuacidn del
proceso inflamatorio en ausencia de la accidn persistente de células T 19,

Los macrdéfagos producen gran cantidad de quimioquinas del tipo CXCL (C-X-C motif ligand)

332 Ademds de mediar el

como CXCL1-10 que promueven la inflamacidon y angiogénesis
reclutamiento de neutréfilos y monocitos, la expresidn de CXCL8 en liquido sinovial se asocia con
manifestaciones clinicas de pacientes con AR 332y |a alta expresion de CXCL16 estd implicada en el
reclutamiento de monocitos al tejido sinovial 3%’. El factor inhibidor de la migracién de macréfagos
(MIF), secretado por macréfagos y monocitos, promueve el crecimiento y la supervivencia celular y
sus niveles en suero estdn correlacionados positivamente con la severidad de la enfermedad. A su

vez, MIF puede aumentar la producciéon de CXCLS, IL-1, IL-6 TNF-a.y MMP2 en la sinovial de AR 333,

Los macrofagos también producen otros mediadores de la inflamacién como la
prostaglandina PGE;, que interviene en la respuesta inflamatoria favoreciendo la vasodilatacion y
aumentando la permeabilidad e infiltracién de células a la membrana sinovial 33 y gran cantidad de
metaloproteinasas como MMP1, MMP2, MMP9, MMP12 y MMP13 y ROS mitocondriales que
contribuyen a la destruccién del cartilago articular 4146:313,

Polarizacidon de macréfagos en artritis reumatoide

Debido a la amplia participacion de los macréfagos en el desarrollo de la enfermedad, algunos
estudios constatan la importancia de la polarizacion de macrdéfagos en la etiopatogenia de la AR
(Figura 29) 41313 La caracterizacién molecular de macréfagos derivados de monocitos in vitro GM-
CSF dependientes (GM-M@) o M-CSF dependientes (M-M@) °%° ha permitido definir el estado de
polarizacion de los macréfagos en AR, donde macréfagos CD14* del liquido sinovial (LS) y de la
membrana sinovial (MS) de pacientes con AR muestran un perfil transcriptémico y proteico
proinflamatorio compatible con la polarizacion de macréfagos por GM-CSF °.

El perfil de expresion génica de macréfagos CD14* del LS presenta una alta expresion de
CCR2, EGLN3, FACERI1A, INHBA, MMP12 y SLC2A1, y una baja expresion de genes antiinflamatorios
como CD36, FOLR2, HTR2B, IGF1, SLC40A1 y STAB1 %, caracteristicos de la polarizacién M-CSF
dependiente °%%2, Este perfil transcripcional se valida a nivel de expresion de proteina en macréfagos
CD163* del sublining de la MS, que expresan mayores niveles de activina A, CCR2, MMP12, PHD3y
TNF-a y menores niveles de CD209 que macréfagos CD163* de MS sana ?°. A su vez, macréfagos del
lining y sublining expresan de CD163 y CD32, mientras que la expresién CD64, marcador asociado al
perfil proinflamatorio o polarizacién M1, se restringe a macréfagos del lining 336,

La caracterizacion fenotipica de macréfagos CD14* del LS de pacientes con AR muestra una
alta expresion de CD50 (ICAM3) y CD36 en membrana, baja expresion de CD163 y FRB y ausencia de
CD209 (DC-SIGN), marcadores caracteristico de M-M@ °>1%4 También se ha confirmado la presencia
HLA-DR, CD40, CD80, CD86 y CD276, asociados con la polarizacion M1 proinflamatoria, en el LS de
pacientes con AR 33>, A su vez, monocitos CD14* de sangre periférica de pacientes con AR expresan
los marcadores proinflamatorios CCR5, CD64, CD68 y HLA-DR, mientras que presentan una baja
expresion de CD163 33, La expresion de estos marcadores en monocitos contribuye a su
diferenciacion a macréfagos proinflamatorios durante la migracion desde la sangre a los tejidos
sinoviales en inflamacidén y refuerza nuevamente el perfil proinflamatorio de macréfagos localizados
en la membrana sinovial de AR.
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En el Capitulo Ill de este trabajo, con el objetivo de evaluar el estado de polarizacidn de
macréfagos en la membrana sinovial de pacientes con artritis indiferenciada persistente (Al) y en
diferentes fases de evolucion (AI-AR y Al-APs), asi como, en las artritis establecidas AR y APs, se ha
determinado la expresidon de los marcadores MMP12, activina A y TNF-a, asociados con la
polarizaciéon de macréfagos por GM-CSF, caracteristicos de un perfil proinflamatorio, y el marcador
CD209, asociado con la polarizacion de macréfagos por M-CSF, caracteristico de un perfil
antiinflamatorio.

Articulacion de artritis reumatoide

Liquido sinovial

+
CD36 CCR2 CcD36

+ P
gggg . cDie3low  EGLN3 FOLR2 Sangre periférica en
Fenotipo:  Cpao+ FRIOW  FACER1A  HTR2B artritis reumatoide
cbD14* INHBA IGF1

ggfﬂ; CD209" MMP12 S;%:gf
HLA-DR* SLC2A1 &
Membrana
sinovial Sublining +
capa subintima cD14
T cDe4* fow
] activina A cDas %%1:;ow
Fenotipo: CCR2 HLA-DR*
cD32* cD163* > MMP12 CcD209
cD163* PHD3
TNF-a
Lining
capa intima
Fenotipo:
CD32*
CD64*
cD163*

Figura 29. Representacion esquematica de la polarizacion de macréfagos en artritis reumatoide. Se representa en azul
los genes y proteinas diferencialmente expresados y en rojo, disminuidos 4335336,

5.2.4. Manifestacion extraarticular y comorbilidad de la artritis reumatoide

Dado que mediadores de inflamacién, complejos inmunes y derivados del metabolismo alterado de
lipidos circulan a nivel sistémico, los pacientes con AR en tratamiento pueden presentar
manifestaciones extraarticulares de la enfermedad como vasculitis o enfermedad intersticial
pulmonar y otros rasgos de comorbilidad asociada. Las afectaciones mas comunes pueden ser a nivel
de cerebro (fatiga y reduccién de la actividad cognitiva), higado (respuesta elevada de fase aguda y
anemia de enfermedad crénica), pulmones (enfermedad inflamatoria y fibrética, cdncer de pulmoén),
musculos (sarcopenia), huesos (osteoporosis) y glandulas exocrinas (Sindrome de Sjégren). Ademas,
el riesgo de sufrir linfoma, infarto de miocardio o sindrome metabdlico inflamatorio (tejido adiposo

y muscular resistente a la insulina) estd aumentado en estos pacientes 303,

5.2.5. Diagnéstico de la artritis reumatoide

El diagndstico de la enfermedad se basa en criterios clinicos, radiolégicos e inmunoldgicos
establecidos por la ACR y EULAR en 1987 %81 y actualizados en 2010 (Figura 30) 2*%. Los criterios de
clasificacion estan restringidos a individuos con presencia de sinovitis en, al menos, una articulacién
y una puntuacién de 6 o mas se requiere para la clasificacion definitiva de la enfermedad. Los cuatro
parametros que se consideran son: el grado de afectacidn articular, la presencia o ausencia de FR y/o
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ACPA en serologia, los valores de reactantes de fase aguda (VSG y PCR) y la duracién de la

enfermedad.

Criterio Variable Puntos

Afectacion articular

1 articulaciéon tamafio medio-grande 0
2-10 articulaciones grande 1
1-3 articulaciones pequefias 2
4-10 articulaciones pequefias 5
mas de 10 articulaciones (al menos 1 de tamafio pequefo) )
Serologia
FR™ ACPA 0
FR* bajo o ACPA" bajo 2
FR" alto o ACPA" alto 5
Reactantes de fase aguda
PCR normal VSG normal 0
PCR anormal VSG anormal 1
Duracién de la enfermedad
menos de 6 semanas 0
6 semanas o mas 1

Figura 30. Criterios EULAR 2010 para el diagndstico de la artritis reumatoide. ACPA: anticuerpos antipéptido ciclicos
241

citrulinado; FR: factor reumatoide; PCR: proteina C reactiva; VSG: velocidad de sedimentacion globular. Adaptado de **%.

Para valorar el grado global de actividad de la enfermedad en el paciente se emplean los
indices de actividad compuestos o DAS. Este procedimiento util y validado permite resumir la
informacidn de varios parametros de la enfermedad en un solo indicador. Actualmente para valorar
el grado de actividad de la enfermedad se emplea el DAS28 (Disease Activity Score 28), que tiene en
cuenta 28 articulaciones (Figura 31). Los valores del DAS y DAS28 varian entre 0y 10 y son la base de
los criterios de mejoria de la EULAR 2°13%7 | 3 evaluacion de grado de discapacidad funcional se realiza
mediante cuestionarios especificos validados. El mas extendido actualmente es el cuestionario de
discapacidad funcional HAQ ?°%.

DAS28 = 0.56 V(NAD28) + 0.28 V(NAT28) + 0.70 In(VSG) + 0.014 (VGP)

NAD: nuimero de articulaciones dolorosas

NAT: nimero de articulaciones tumefactas

VSG: velocidad de sedimentacién globular
VGP: valoracion global del paciente

DAS28 > 5.1 Actividad de la enfermedad alta
DAS28 3.2 - 5.1 Actividad de la enfermedad moderada
DAS28 2.6 - 3.2 Actividad de la enfermedad baja
DAS28 < 2.6 Remision

Figura 31: Férmula y valores DAS28 para valorar el grado de actividad de la enfermedad.

5.2.6. Tratamiento de la artritis reumatoide

El objetivo del tratamiento de la artritis reumatoide es la remisién de la enfermedad, o en su defecto,
en pacientes con AR de larga evolucidn, reducir al minimo la actividad inflamatoria para alcanzar una
mejoria significativa de los sintomas y signos, preservar la capacidad funcional y controlar el dafo
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estructural para mantener una buena calidad de vida. No existe un tratamiento especifico que
suponga la cura efectiva para la artritis reumatoide 22139,

El tratamiento consiste en la utilizacion inicial de AINEs, inhibidores selectivos o no selectivos
de la COX-2, que no modifican la patogenia de la AR pero disminuyen la inflamacién con mayor
eficacia que los analgésicos comunes; seguido de farmacos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad (FAME) que controlan el proceso de la enfermedad a largo plazo. Los FAME pueden ser
sintéticos (FAMEs), dirigidos contra una diana especifica o convencionales (FAMEsc), o bioldgicos
(FAMED), originalmente bioldgicos o biosimilares (Figura 32). Cuando los pacientes no responden a
los AINEs, se suelen emplean farmacos esteroideos como glucocorticoides, potentes supresores de
la respuesta inflamatoria. Aunque su uso prolongado es controvertido debido a la toxicidad y a sus
efectos secundarios.

Los FAMEs no solo interfieren en los sintomas, al controlar el dolor y dafio articular, sino
también en la progresién del dafio evitando el deterioro funcional. Los FAMEsc, como el metotrexato
o la hidroxicloroquina, son pequefias moléculas cuyo mecanismo de accién no esta del todo descrito
y, al contrario que los FAMEs dirigidos contra moléculas especificas del interior celular, no actdan
contra una diana terapéutica especifica del proceso patogénico de la respuesta inmune, sino de
forma global. Entre los FAMEs dirigidos empleados se encuentran inhibidores de proteinas JAK (iJAK)
como anti-JAK1/JAK3 (tofacitinib) o anti-JAK1/JAK2 (baricitinib). Los FAMEb son la mayoria
anticuerpos monoclonales que actuan directamente contra los mecanismos causantes de la
inflamacién y la destruccion articular como anti-TNF (infliximab, etanercept, adalimumab,
golimumab), anti-IL6R (tocilizumab, sarilumab), anti-CD20 (rituximab) e inhibidores de Ia
coestimulacién de células T como anti-CTLA-4 (abatacept). Al ser mas especificos, son mas eficaces y
menos toxicos que los FAMEs 237,

FAME sintéticos (FAMEs)
FAMEsc FAMEs dirigidos
metotrexato baricitinib
lefluonomida tofacitinib
sulfasalazina upadacitinib

hidroxicloroguina

FAME biolégicos (FAMED)

FAME originalmente biolégicos FAMED biosimilares
iTNF: adalimumab, certolizumab, etanercept, golimumab, infliximab
1IL-6R: sarilumab, tocilimumab actualmente para adalimumav,
. ; . etanercept, infliximab, rituximab
iCoestimulacion: abatacept

anti-células B (CD20): rituximab

Figura 32. Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad para el tratamiento de la artritis reumatoide.
FAMEDb: farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad bioldgicos; FAMEs: farmacos antirreumaticos modificadores de
la enfermedad sintéticos; FAMEsc: farmacos antirreumdticos modificadores de la enfermedad sintéticos convencionales;
iCoestimulacién: inhibidores de la coestimulacion de células T; ilL-6R: inhibidores del receptor de la IL-6; iTNF: inhibidores de TNF.
Adaptado de ?¥’.

Segun las recomendaciones EULAR 2019 para el tratamiento de pacientes con AR (Figura
15), todos los pacientes han de ser tratados con FAMEs tan pronto como se establezca el diagndstico
clinico de la enfermedad, independientemente del cumplimiento de los criterios de clasificacién. La
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probabilidad de obtener una respuesta favorable al tratamiento con FAMEs y una menor progresion
de la enfermedad es mayor cuanto menor sea el tiempo transcurrido desde el diagndstico hasta el
inicio del tratamiento, lo que se conoce como ventana de oportunidad %’.

5.2.7. Remisidn clinica de la artritis reumatoide y criterios de mejoria

La remisidn clinica de la artritis reumatoide es el objetivo terapéutico ideal y se evalia mediante
criterios establecidos por la ACR y EULAR basados en una clasificacion categorica como los criterios
Booleanos (Boolean) y el uso de indices de actividad como el DAS28 y SDAI (Simplified Disease Activity
Index), CDAI (Clinical Disease Activity Index) y RAPID3. Respecto al DAS28, se cumplen criterios de
remision con DAS28 <2.6 (Figura 31). Se considera remision sostenida cuando la duracion de la
remisidn de la enfermedad es igual o superior a seis meses 29338,

Los criterios de mejoria tienen en cuenta los pardmetros anteriormente expuestos que
permiten evaluar el grado de actividad inflamatoria y la discapacidad funcional y dafio estructural
residual. Se han descrito tres niveles de mejoria de acuerdo con el cambio de porcentaje
experimentado respecto al valor basal de los pardmetros: 20 (ACR20), 50 (ACR50) y 70% (ACR70) 2°1,

5.3.Artritis psoridsica

La artritis psoriasica (APs) es una enfermedad inflamatoria crénica de cardcter autoinmunitario que
afecta al sistema musculoesquelético, pudiendo producir lesiones en el cartilago y hueso a nivel
articular. La APs pertenece al grupo de las espondiloartritis o espondiloartropatias, un grupo de
enfermedades  autoinmunitarios  musculoesqueléticas que comparten  caracteristicas
inmunogenéticas, patofisiolégicas, clinicas y radiolégicas entre las que se encuentran, ademas de
APs, la espondilitis anquilosante, espondiloartritis indiferenciadas, artritis reactivas o artritis
asociadas con la enfermedad inflamatoria intestinal 332340,

Clinicamente, la APs es muy heterogénea y de curso variable. Las manifestaciones
musculoesqueléticas mas frecuentes son la entesitis (inflamacién de la entesis, zona de insercién de
los ligamentos y tendones a los huesos) y dactilitis (tumefaccién de dedos de pie o mano). Los
pacientes pueden manifestar poliartritis u oligoartritis combinadas o no con espondiloartritis axial,
artritis interfaldngicas distales o artritis mutilante y suelen estar también afectados con psoriasis,
omnicopatia psoriasica, uveitis e inflamacién intestinal. La APs afecta en torno al 0.25-0.5 % de la
poblacién mundial y segun la Sociedad Espafiola de Reumatologia tiene una prevalencia en Espaiia

entre el 0.5-0.6 % y la incidencia es similar en ambos sexos 3397341,

5.3.1. Membrana sinovial de pacientes con artritis psoridsica

A pesar de las diferencias en la sintomatologia entre AR y APs, la sinovitis en ambas cursa de forma
similary la composicidon y distribucion estructural de sus infiltrados celulares resulta muy semejante
340342 5e produce una hiperplasia del linning con la proliferacién de fibroblastos y acumulacién de
macrdéfagos, la infiltracion masiva de células inmunes y neoangiogénesis en el sublining, donde
macréfagos, células dendriticas y mastocitos producen citoquinas proinflamatorias y
proangiogénicas, factores de crecimiento y metaloproteasas que contribuyen a la sinovitis
persistente y destruccién articular 3*°. Aunque la linfoneogénesis ectépica resulta muy similar a la
descrita en AR, el patrén vascular de neoangiogénesis difiere entre ambas patologias 3%°. La APs se
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caracteriza por una hipervascularizacién con vasos densos y de morfologia tortuosa, ademds de una
mayor expresion de Ang-2, MMP2, MMP9 y VEGF 343345, También se ha descrito un mayor nimero
de mastocitos sinoviales, principales productores de IL-17 3%, Por otro lado, aunque no hay
diferencias en cuanto a la expresién de RANKL y OPG y el mecanismo de destruccion ésea no difiere
entre sinovitis de AR y APs, la afectacién del hueso es mas compleja en APs y combina erosién y
neoformacién dsea 346,

5.3.2. Etiologiay patofisiologia de la artritis psoriasica

La etiologia de la artritis psoridasica también es multifactorial en la que factores genéticos,
inmunolégicos y ambientales contribuyen a su desarrollo y gravedad clinica. Estudios genéticos han
revelado la asociacion del desarrollo de APs con diferentes polimorfismos en genes que codifican
para MHCI, como en HLA-C y HLAB27, junto con el gen IL23R 34738, También se han descrito
condicionantes inmunolégicos que promueven el desarrollo de la enfermedad como la participacién
de las vias Th1/Th17, asi como IL-9, I1L-12/23 e IL-17 339347,

5.3.3. Macréfagos en artritis psoriasica

De forma similar a su participacion en AR, los macréfagos representan uno de los tipos celulares mas
abundantes localizados en el sinovio de pacientes con APs, y, en comparaciéon con la membrana
sinovial sana, el nimero de macréfagos CD68* en la membrana sinovial se encuentra aumentado y
contribuye significativamente al dafio y destruccién articular 313%°, También se ha descrito como el
numero de macroéfagos CD163* del sublining refleja el grado de actividad global y correlaciona con
parametros como NAT, PCR y VSG 3%, Al igual que en AR, el tratamiento efectivo con anti-TNF en
pacientes con APs reduce el nimero de macréfagos 3°%3°2, Respecto a la densidad de macréfagos
existen datos contradictorios, algunos estudios sugieren que la sinovitis de APs presenta mayor
numero de macréfagos CD163* que en AR 3°33%% y otros, que la densidad de macréfagos CD68* del

sublining es muy similar entre ambas patologias 3°°.

Los macrofagos del sinovio de APs expresan IL-10 y CD163 y su expresidn se correlaciona
con una baja expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-12p70 y TNF-a) en el liquido sinovial
de pacientes con APs 33>, En general, no existen muchos estudios sobre el perfil de polarizacién de
macrofagos en APs. En este sentido, el tercer objetivo de este trabajo amplia este conocimiento y
aborda el analisis de la expresion y cuantificacion de proteinas asociadas con la polarizacién de
macrdéfagos por GM-CSF (Activina A, TNF-a, MMP12) y M-CSF (CD209) en la membrana sinovial de
pacientes con APs.

5.3.4. Diagnostico de la artritis psoriasica

La amplia variedad de sintomatologia y caracteristicas clinicas hace que el diagndstico clinico de la
APs resulte algo complejo, siendo a veces necesario realizar un diagndstico diferencial de otras
patologias articulares como artrosis o gota. El diagndstico de la enfermedad mas extendido se basa
en los criterios CASPAR (Classification criteria for Psoriasic Arthritis) 2833% junto con el apoyo de
técnicas radioldgicas (Figura 33). No existen pruebas clinicas para el diagnédstico. Los criterios de
clasificacion CASPAR estan restringidos a individuos con psoriasis y sintomas musculoesqueléticos
como artritis, entesitis y/o espondilitis, y se requiere una puntuacién de 3 o mas para la clasificacion
definitiva de la enfermedad. Los cinco pardmetros que se consideran son la presencia actual de
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psoriasis, la historia personal o familiar de psoriasis, la presencia de dactilitis y/o antecedente
personal, la ausencia de FR en la serologia, la presencia de distrofia ungueal y la evidencia radioldgica
de neoformacidn dsea yuxtaarticular cerca de los margenes de la articulacion.

Criterio Variable Puntos
Psoriasis
actual 2
antecedente personal 1
antecedentes familiares 1
Dactilitis
actual 1
antecedente personal 1

Distrofia ungueal

onicolisis, pitting y/o hiperqueratosis 1
Serologia
FR 1
Evidencia radiologica
neoformacion 6sea yuxtaarticular 1

Figura 33. Criterios CASPAR para el diagndstico de artritis psoridsica. FR: factor reumatoide. Adaptado de 2533,

Para el diagndstico de la afectacion axial se emplean una serie de criterios elaborados por el
Grupo de Investigacidn y Evaluacién de la Psoriasis y la Artritis Psoriasica (GRAPPA) (Figura 34). La
presencia de al menos 2 de ellos se requiere para la clasificacion de afectacion axial en APs 37,

Criterio Variable

Dolor lumbar inflamatorio
edad de inicio < 45 afios
duracion > 3 meses
rigidez matutina > 30 minutos

mejora con ejercicio, dolor alternante en nalgas

Limitacion funcional
limitacién movilidad cervical, dorsal o lumbar en plano sagital y frontal
Radiologico
sacroilitis unilateral = grado 2 (radiografia simple)
presencia sindesfomitos (resonancia magnética)

adema en médula ésea, erosiones o disminucion espacio articular

Figura 34. Criterios GRAPPA para el diagndstico de la afectacion axial en artritis psoridsica. Adaptado de *’.

5.3.5. Tratamiento de la artritis psoridsica

El objetivo del tratamiento es la remisidn de la enfermedad o reducir al minimo la actividad de la
enfermedad, el dolor articular y la discapacidad funcional. Al igual que la AR, la APs se caracteriza
por un dafio a nivel articular temprano y cronicidad inflamatoria si no se trata. Tampoco se dispone

de un tratamiento que suponga la cura efectiva para la APs 3°8,
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AINEs +/- glucocorticoides® AINEs +/- glucocorticoides?
\J
¢mejora o remision* Sl ¢mejora o remisién Sl
tras < 4 semanas tto? tras < 4 semanas tto?
\4
continuar y continuar y
adaptar estrategia adaptar estrategia
terapéutica terapéutica
NO i
FASEII
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leflunomida o sulfasalazina
¢mejora tras 3 meses de tto sl
y remision a los 6 meses*?
NO
entesitis continuar
FASE Il i afectacion axial?
empezar FAMEb [
iTNF®, iIL-12/23% 0 ilL-17° ;mejora tras 3 meses de tto empezar FAMEb
0iJAK y remision a los 6 meses*? ITNF 0 ilL-17°
Sl
—> continuar
artritis y/o entesitis NO afectacion axial?
FASE IV i l
cambiar FAMEb cambiar FAMEb
0iJAK o iPDE4 iTNF 0ilL-17°
¢imejora tras 3 meses de tto Sl ¢mejora tras 3 meses de tto
0 remision a los 6 meses*? o remision a los 6 meses*?
continuar

Figura 35. Recomendaciones EULAR para el manejo de artritis psoriasica. Actualizadas en 2019.La poliartritis incluye mas
de 4 articulaciones tumefactas. 2Enfermedad predominantemente axial. 3Inyecciones de glucocorticoides, excepto en casos de
enfermedad axial. *La mejora de la enfermedad significa la reduccién de, al menos, un 50% de la actividad de la enfermedad.
STratamiento preferiblemente con afectacién dérmica, si hay uveitis o enfermedad inflamatoria intestinal es preferible un anti-TNF.
Tratamiento junto con MTX. FAMEb: farmacos antirreumdticos modificadores de la enfermedad bioldgicos; iJAK: inhibidores JAK;
ilL-12/23: inhibidores IL-12/23; ilL-17: inhibidores IL-17; iPDE4: inhibidores de fosfodiesterasa-4; iTNF: inhibidores de TNF; tto:
tratamiento. Adaptado de 3*°.

Segun las recomendaciones EULAR para el manejo de la APs, actualizadas en 2019 3°° (Figura
35), el tratamiento consiste en la utilizaciédn inicial de AINEs para disminuir los sintomas
musculoesqueléticos de inflamaciéon y, cuando son requeridas, inyecciones locales de
glucocorticoides en articulaciones afectadas. Si no hay mejora o remisién en un plazo inferior a un

mes, se recomienda que todos los pacientes con poliartritis o mono/oligoartritis sean tratados con
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los FAMEs MTX (preferiblemente en el caso de pacientes con afectaciones dérmicas), leflunomida o
sulfasalazina. Los FAMEs dirigidos que se emplean son iJAK como anti-JAK1/JAK3 (tofacitinib) y entre
los FAMEDb se encuentran anti-TNF (etanercept, infliximab, adalimumab, golimumab, certolizumab),
anti-IL-12/23 (ustekinumab), anti-IL-17A (secukinumab, ixekizumab), inhibidores selectivos de la
fosfodiesterasa-4 (iPDE4) (apremilast) e inhibidores de la coestimulacidn de células T como anti-
CTLA-4 (abatacept) 38,
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Objetivos

1. Evaluar la capacidad de metotrexato (MTX) de inducir un estado de tolerancia
cruzada a LPS in vivo y determinar la cinética de dicho efecto (EudraCT 2017-
002902-11).

1.1. Analizar el efecto de MTX sobre los niveles de citoquinas inflamatorias en respuesta
a LPS en sangre periférica, monocitos y macréfagos procedentes de sujetos sanos.

1.2. Determinar el efecto de MTX sobre el perfil transcripcional de monocitos.

1.3. Seleccionar el tiempo de deteccién de los efectos de memoria inmune innata tras la
toma de MTX.

2. Evaluar la capacidad de pemetrexed (PMX) de inducir un estado de tolerancia
cruzada a LPS en macréfagos humanos diferenciados con GM-CSF (GM-M®).

2.1. Analizar el perfil transcripcional y funcional inducido por PMX en GM-M@ a nivel
basal y en respuesta a LPS.

2.2. Determinar los mecanismos moleculares de la tolerancia a LPS inducida por PMX en
GM-M@.

3. Evaluar la expresion de GM-CSF y el estado de polarizacién de macréfagos en
la cavidad sinovial de pacientes con artritis indiferenciada persistente y en
diferentes fases de evolucion.

Se han empleado muestras de tejido sinovial de pacientes con artritis establecidas (artritis
indiferenciada persistente, Al; artritis reumatoide, AR; y, artritis psoriasica, APs) y artritis en
diferentes fases de evolucion (artritis indiferenciada con evolucidn a artritis reumatoide, Al-
AR; vy, artritis indiferenciada con evolucion a artritis psoriasica, Al-APs) para realizar los
objetivos especificos:

3.1. Analizar la expresion y la fuente celular de produccion de GM-CSF en liquido y
membrana sinovial.

3.2. Determinar la expresion y la cuantificaciéon de proteinas asociadas a la polarizacidn
de macréfagos dependiente de GM-CSF (GM-M@) y M-CSF (M-M@) en membrana sinovial.
3.3. Determinar la densidad de macréfagos en membrana sinovial.

3.4. Identificar el patotipo del tejido sinovial.
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Materiales y métodos

1. Caracteristicas de las cohortes de pacientes y del Ensayo Clinico METOMAC
1.1. Ensayo Clinico METOMAC (Capitulo |)

Caracteristicas y retirada de sujetos

El Ensayo Clinico en Fase | titulado “Estudio de la accién tolerogénica de metotrexato sobre
macrofagos como mecanismo de accion en enfermedades mediadas por mecanismos inmunes”
(nimero EudraCT: 2017-002902-11; cédigo de protocolo: METOMAC) fue un estudio unicéntrico y
abierto con hospitalizacion durante 6 horas tras la toma de MTX realizado en la unidad de Ensayos
Clinicos del Hospital Universitario de la Princesa (HULP, Madrid).

El promotor e investigador principal fue el Dr. Isidoro Gonzalez Alvaro (Servicio de
Reumatologia) y los investigadores colaboradores el Dr. Francisco Abad Santos y el Dr. Manuel
Roman (Servicio de Farmacologia Clinica del HULP) y la Dra. Amaya Puig (Hospital General
Universitario Gregorio Marafién, HGUGM, Madrid). El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
(CEIm) del HULP y se siguieron las directrices éticas de la Declaracion de Helsinki de 1975. La seleccidn
de los 6 sujetos se realizé en base a las caracteristicas descritas en la Tabla 1.

Criterios de inclusion
Voluntarios sanos que hubiesen firmado el consentimiento informado
Sujetos varones

Sujetos con edad comprendida entre 18 y 55 afios

Criterios de exclusion
Sujetos con antecedentes de hepatopatia o hipersensibilidad al MTX
Sujetos en tratamiento con otra medicacion en el momento del estudio
Sujetos que tomasen cualquier tipo de medicacion las 48h previas a recibir MTX o en las 5 vidas medias del farmaco previas a recibir MTX

Sujetos con alteraciones analiticas clinicamente relevantes:
a nivel hepatico
hemoglobina <10 g/dL
disminucién en el recuento de plaquetas o leucocitos

Fumadores

Tabla 1. Criterios de seleccion de sujetos del ensayo clinico METOMAC.

Desarrollo del estudio y recogida de muestras

Los sujetos recibieron informacién oral y escrita sobre la utilizaciéon de su sangre con fines de
investigacién y, en el caso de aceptar su participacién en el ensayo clinico, se obtuvo el
consentimiento informado firmado. 7 dias antes de comenzar el ensayo, se realizé una analitica de
sangre (hemograma, bioquimica general, coagulacién y serologia para deteccién de VIH, hepatitis B
y C), un analisis de orina, una exploracion clinica, un electrocardiograma (ECG) y toma de constantes
vitales (tension arterial, frecuencia cardiaca y temperatura). Se recogieron datos demograficos
(edad, etnia, peso y talla) y antecedentes personales y familiares.

Los 6 sujetos recibieron una Unica dosis de 20 mg de MTX (8 comprimidos de 2.5 mg) por via
oral (METOTREXATO WYETH 2.5 mg, FARMA S.A.) y se extrajeron 100 ml de sangre periférica en
tubos de heparina (VACUETTE heparin tubes, Greiner Bio-One GmbH) en los siguientes tiempos:
antes de la toma de MTX (basal), 3, 24 y 120 horas después de la toma de MTX. 6 horas después de
la toma de MTX, se verificd cualquier efecto adverso y los voluntarios abandonaron la Unidad de
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Ensayos Clinicos. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se aislaron mediante un
gradiente de densidad con Ficoll Lymphoprep (Nycomed Pharma). Los monocitos se purificaron y se
cultivaron a partir de PBMCs (ver Materiales y Métodos, apartado 2.1) y se estimularon durante 3
horas con LPS (10 ng/ml). Otra fraccién de monocitos se cultivé (0.5 x 10° células/ml) durante siete
dias en presencia de GM-CSF (1000 U/ml, ImmunoTools) para generar macréfagos GM-M@ y se
estimularon durante 3 horas con LPS (10 ng/ml). Para la determinacion de citoquinas en plasma, dos
tubos de heparina con 1ml de sangre cada uno se mantuvieron en agitacion (15h, RT) y uno de ellos
se estimuld con LPS (10 ng/ml). 15 horas después, los tubos se centrifugaron (1200 rpm, 10 min), el
plasma se recogié y se congeld (-802C) hasta su determinacion.

La concentracidén de citoquinas se cuantifico en sangre total y en el sobrenadante del cultivo
celular de monocitos y macréfagos (ver Materiales y Métodos, apartado 5). La determinacion de la
expresion génica se llevo a cabo tal y como se describe en el apartado 3. La concentracién de MTX
en sangre y el resto de parametros farmacocinéticos se determinaron en el Servicio de Farmacologia
Clinica del Hospital Universitario de La Paz. Se realizd una extraccidon de sangre a los siguientes
tiempos: antes de la toma de MTX (basal), 1, 2, 3, 4, 6, 24 y 120 horas después de la toma de MTX.
Las muestras se recogieron en tubos de EDTA (3 ml, tubos BD Vacutainer K3-EDTA), se centrifugaron
(3500 rpm, 10 min) y el plasma resultante se separd en dos alicuotas (500 ml) que se congelaron (-
209C) hasta su posterior envio al Hospital Universitario de La Paz. Las muestras se identificaron con
el cddigo de ensayo, numero de voluntario y tiempo correspondiente.

1.2. Cohortes de pacientes con artritis reumatoide para la determinacion de sCD14
(Capitulo 1l)

1.2.1. Cohorte de inicio

Consta de 10 pacientes con artritis reumatoide de reciente comienzo que cumplian con criterios de
clasificacién ACR2010 2*! con una duracién de la enfermedad menor a 6 meses y que no recibieron
tratamiento con farmacos modificadores de la enfermedad o prednisona. La muestra de sangre
periférica se obtuvo en la visita inicial (basal) y a los a los 6 meses de iniciar el tratamiento con MTX
(15-25 mg a la semana). Ningln paciente tomaba prednisona en el momento de la determinacion
inicial o a los 6 meses del tratamiento.

La actividad de la enfermedad se midié con el indice DAS28 3%, Todos los pacientes incluidos
en la cohorte de inicio respondieron a la terapia con MTX. En concreto, 9 pacientes lograron la
remision de la enfermedad (DAS > 2.6) y un paciente presento niveles de actividad de la enfermedad
bajos (DAS > 1.2). Pacientes tratados concomitantemente con prednisona no se incluyeron en el
estudio con el objetivo de eliminar las posibles interferencias de este farmaco inmunoregulador. La
concentracion plasmatica de CD14 soluble (sCD14) se determind mediante ELISA en la visita inicial
(basal) y tras 6 meses de iniciar el tratamiento con MTX (ver Materiales y Métodos, apartado 5). El
estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario La Paz-IdiPAZ y se obtuvo el
consentimiento informado firmado de cada paciente de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.

1.2.2. Cohorte de validacion

Se incluyeron 33 pacientes con artritis de reciente comienzo, pertenecientes a la cohorte PEARL
(Princesa Early Arthritis Register Longitudinal) 36, respondedores (n=23) y no respondedores (n=10)
a MTX. La cohorte PEARL es un estudio prospectivo iniciado en el afio 2001 por el Servicio de
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Reumatologia del HULP que lleva a cabo el seguimiento de los pacientes con artritis de reciente
comienzo con el fin de realizar proyectos de investigacidn traslacional. El estudio PEARL cumple los
principios éticos y de investigacidn descritos en la declaracién de Helsinki de 1983, estd aprobado
por el CEim del HULP (PI-518) y se requiere el consentimiento informado firmado de cada paciente
para su inclusién. Los pacientes incluidos en el estudio presentan mds de 18 afios, una o mas
articulaciones inflamadas y una duracién de evolucién menor a un afio desde el inicio de la aparicién
de los sintomas 361,

El seguimiento de los pacientes se realiza a lo largo de 5 afios e incluye cinco visitas
protocolarizadas (basal, 6 meses, 1, 2 y 5 afios). En cada visita se recogen muestras bioldgicas (sangre
periférica), datos sociodemograficos, clinicos, terapéuticos y analiticos. Las muestras bioldgicas se
almacenan en el Biobanco del Instituto de Investigacion Sanitaria La Princesa (11S-IP). Entre los datos
analiticos recogidos se encuentran: bioguimica general, hemograma, niveles de PCR y VSG junto con
titulos de FR y ACPA. Los datos clinicos de los pacientes incluyen NAD, NAT, actividad de la
enfermedad medida con el indice DAS28 (2), cuestionario de discapacidad HAQ, tratamiento y datos
de progresion radiolédgica seguin el indice de Sharp a lo largo del seguimiento. Al final del seguimiento,
los pacientes con artritis de reciente comienzo se clasifican en pacientes con AR, si cumplen los
criterios de clasificacion ACR de 1987 28, o pacientes con Al, si cumplen los criterios descritos por
Verpoort KNy colaboradores 362, Todos los pacientes cuyo diagndstico difiere de AR o Al son excluidos
del estudio.

Todos los pacientes seleccionados en la visita basal presentaron niveles de actividad
moderados o altos medidos por el DAS28. Los criterios empleados para valorar la repuesta clinica a
MTX tras seis meses del tratamiento se muestran en la Tabla 2. Los pacientes que no cumplieron
estos criterios, o que incluso empeoraron su situacidn tras el tratamiento con MTX, se consideraron
no respondedores.

Respuesta clinica a MTX
(1)  Niveles de actividad de la enfermedad medidos con DAS28: actividad baja (2.6 - 3.2) o remision (< 2.8)
(2) Numero de articulaciones inflamadas (NAT): 0 o disminucion de la inflamacion en mas de 5 articulaciones

en comparacion con el recuento en la visita basal

(3) Normalizacién de los reactantes de fase aguda (PCR y VSG)

Tabla 2. Criterios de respuesta clinica a MTX.

La concentracién de sCD14 en suero se determiné mediante ELISA en la visita inicial (basal)
y tras 6meses de iniciar el tratamiento con MTX a dosis bajas en monoterapia (15-25 mg/semana)
(ver Materiales y Métodos, apartado 5).

1.3. Cohorte de pacientes con diferentes fases de evolucion de artritis inflamatoria
(Capitulo 1lI)

Esta cohorte incluye pacientes con artritis indiferenciada persistente (Al), artritis indiferenciada con
evolucién a artritis reumatoide (AI-RA) o con evolucidén a artritis psoridsica (AI-APs), artritis
reumatoide (AR) vy artritis psoridasica (APs). Las biopsias sinoviales se seleccionaron
retrospectivamente cuando los pacientes alcanzaron criterios de clasificacién de AR o APs durante el
seguimiento. Se obtuvieron mediante artroscopia de las articulaciones de rodilla inflamadas con
sinovitis activa de pacientes con Al (n=16), AlI-RA (n=8) o Al-APs (n=9). Como controles se incluyeron
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biopsias sinoviales de pacientes con AR (n=12), segln criterios ACR1987 281, APs (n=10), segun
criterios CASPAR 283, y tejido sinovial de donantes sanos (n=6, cuatro hombres y dos mujeres, edad
36 + 5 afios) que se obtuvo mediante menisectomia.

Algunos pacientes estaban en tratamiento con FAMEsc (ver Resultados, Tabla 13) o con
AINEs en el momento de la artroscopia. Los pacientes no recibieron infiltracion local de
glucocorticoides desde, al menos, 3 meses antes de la realizacidn de la artroscopia para evitar los
efectos inmunmoduladores del farmaco. Ningun paciente recibié terapia bioldgica antes de la biopsia
sinovial. La artroscopia se llevé a mediante un artroscopio de 2.7 mm (Storz). De cada paciente se
obtuvieron 8 muestras de la pica suprapatelar de la bolsa subcuadricipital y del canal medial y lateral
342 E| estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion del Hospital Clinic de Barcelona
(HCB/2014/0579) y se obtuvo el consentimiento informado firmado de cada paciente.

2. Generacidn y cultivo de macréfagos
2.1. Aislamiento de monocitos humanos y cultivo de macréfagos

Se emplearon concentrados leucocitarios (buffy coats) de donantes de sangre sanos y andnimos del
Centro de Transfusién de la Comunidad de Madrid. Las PBMCs se aislaron mediante un gradiente de
densidad con Ficoll Lymphoprep (Nycomed Pharma). Los monocitos se purificaron a partir de PBMCs
mediante seleccion positiva con anticuerpos anti-CD14 acoplados a bolas magnéticas (anti-CD14
microbeads, Miltenyi Biotec) (> 95% células CD14") (Figura 36).

Donante
de sangre
Centrifugacién
por gradiente
de densidad
e

Monocitos

Buffy coat CD14*

Figura 36. Esquema representativo del procedimiento de obtencion de CD14* purificados a partir de concentrado
leucocitario (buffy coat). PBMCs: células mononucleares de sangre periférica.

Después de la separacion celular, los monocitos CD14* se resuspendieron en medio de
cultivo RPMI estandar (Thermo Fisher Scientific, que contiene 1 mg/L de acido félico), suplementado
con 10% de suero bovino fetal (FBS, Sigma Aldrich) y se cultivaron (0.5 x 10° cels/ml) en placas de
cultivo de 12 pocillos (TC, Cultek) durante 7 dias en presencia de GM-CSF (1000 U/ml, ImmunoTools)
0o M-CSF (10 ng/ml, ImmunoTools) para generar macréfagos GM-M@ (polarizados con GM-CSF) o
macréfagos M-M@ (polarizados con M-CSF). Las placas de cultivo se incubaron a 372C en una
atmésfera humidificada con 21% de O, y 5% de CO; y las citoquinas se afadieron al cultivo cada dos
dias.

2.2. Tratamiento de macréfagos humanos

Los monocitos se trataron con una Unica dosis de 50 nM de pemetrexed (PMX, obtenido de la
farmacia del Instituto de Investigacidn Biomédica de Gerona, Alimta Lilly, polvo para concentrado
para solucion por perfusion, 500 mg) o 50 nM de metotrexato (MTX, obtenido de la farmacia del
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HGUGM Pfizer, solucion inyectable 500 mg/20 ml) y/o 5 uM de acido folinico (FolAc, 5-formil-
tetrahidrofolato, Sigma-Aldrich) y/o 25-50 uM de pifitrina-a. (PFT, Sigma-Aldrich) previo a la
diferenciacién hacia macrdéfago con las citoquinas GM-CSF (GM-M@) o M-CSF (M-M@).

Para el estudio de la tolerancia a endotoxina, los macréfagos GM-M@ o M-M@ se
estimularon en los tiempos indicados con 10 ng/ml de lipopolisacarido bacteriano (LPS, Ultra Pure E.
coli 0111:B4 strain, InvivoGen; smooth LPS que se une exclusivamente a TLR4) sin cambiar el medio
de cultivo. Para el estudio de la implicacion de CD14 en la tolerancia a endotoxina, 20 o 200 ng/ml
de la proteina sCD14 (Recombinant Human CD14 carrier-free, Biolegend) se afiadié al cultivo de
macrdéfagos junto con LPS.

3. Analisis de la expresion génica

3.1. Aislamiento de RNA

El RNA celular total se extrajo con el kit comercial NucleoSpin RNA kit (Macherey-Nagel) siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Las células (10° cels) se homogeneizaron en buffer de lisis (350
ul RA1+ 1% B-mercaptoetanol) y se llevé a cabo un paso de digestion enzimatica con DNAasa I. Para
las muestras del Ensayo Clinico METOMAC, se empled el kit comercial AllPrep DNA/RNA/Protein Mini
Kit (QIAGEN) para aislar el RNA, DNA y proteina. La concentracion y pureza del RNA se determind
con el espectofotémetro (NanoDrop 2000, ThermoScientific).

3.2. Retrotranscripcion y PCR cuantitativa (qRT-PCR)
El RNA se retrotranscribi6 a ¢cDNA empleando el kit comercial High Capacity cDNA Reverse

Transcription (Applied Biosystems, Thermo Fisher), siguiendo las recomendaciones del fabricante,
con las condiciones de tiempo y temperatura que se muestran en la Tabla 3.

Paso T2 (°C) Tiempo
1 25 10 min
2 37 120 min
3 85 5min
4 4 ©

Tabla 3. Protocolo de RT.

Los niveles de mRNA se cuantificaron empleando oligonucleétidos y sondas disefiadas con
el software Universal Probelibrary Roche (UPL, Roche Life Science) en el LightCycler® 480 (Roche Life
Science). La determinacion se realizé por triplicado en placas de 384 pocillos (Roche Life Science) y el
protocolo de amplificacidn por PCR se muestran en la Tabla 4.

Ciclos (n° T2 (°C) Tiempo

Preincubacién 1 95 10 min
Incubacion 45

Desnaturalizacion 95 10 seg

Alineacion y elongacion 60 30 seg

Final 1 40 30 seg

Tabla 4. Protocolo de qPCR.
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Se empledé el método estandar delta delta Ct (AACt) para determinar la cuantificacion
relativa de los genes diana y los valores se normalizaron de acuerdo con el nivel de expresidn del gen
de referencia enddégeno TBP (Tata Binding Protein). Las secuencias de oligonucledtidos de los genes

analizados se muestran en la Tabla 5.

Simbolo del gen

Forward primer/sense (5°—3’)

Reverse primer/antisense (3’—5’)

CD14 gttcggaagacttatcgaccat acaaggttctggcegtggt
CD209 cagagtggggtgacatgagtgac gigaagttcigctacgcaggag
CDKN1A tcactgtettgtaccctigigc ggcgtitggagtggtagaaa
GDF15 ccggatactcacgccaga agagatacgcaggigcaggt
LIF tgccaatgccectctttattc gtccaggttgttggggaac
IGF1 tgtggagacaggggctttta alccacgalgcctglctga
IL1B ctgtccigegtgtigaaaga ttgggtaattittgggatctaca
IL6 gatgagtacaaaagtcctgaltcca ctgcagcecactggttctgt
IL70 tgggggagaacctgaagac ccttgcictigttttcacagg
INHBA cteggagatcatcacgttty ccltggaaatctcgaagige
MMP12 tgtcactaccgtgggaaataag aacaclgglctitggtctctcag
TLR4 cclgegtgagaccagaaag ticagclccatgcattgataa
TNFA cagcctcttctecttcctgat gccagagggctgattagaga
TNFAIP3 fgcacactgtgtitcatcgag acgcetgtgggactgactttc
TYMS cceagtttatggcticcagt gceaglttggtcaactccctgt
TBP cggctgtttaacticgcttc cacacgccaagaaacaglga

Tabla 5. Secuencias de oligonucleétidos empleados para RT-qPCR.

3.3. RNAseq

Se aisld el RNA de tres muestras independientes de cada condicidn a analizar, se cuantificd con el
NanoDrop 2000 y su calidad se determind en el Bioanalyzer (Agilent 2100 Techonologies, Parque
Cientifico de la Universidad Complutense de Madrid). El analisis del perfil transcriptémico global se
llevd en la plataforma BGI Genomics (BGI Tech  Solutions, Hong Kong,
https://www.bgitechsolutions.com). Se realizo la preparacidn, fragmentacion y secuenciacion de la
biblioteca utilizando la plataforma BGISEQ-500. Se generd un promedio de 5.41 Gb de bases por
muestray, después del filtrado, se asignaron lecturas limpias a la referencia (UCSC Genome assembly
hg38) mediante Bowtie2 (proporcidn de mapeo promedio 93,41%) 33, Los niveles de expresion
génica se calcularon utilizando el paquete de software RSEM (RNAseq by Expectation and
Maximization)3®*. La expresién diferencial se evalué mediante el uso de algoritmos DEseq2 y se
emplearon los pardmetros Fold change (FC) > 2 y valor de p ajustado (adjp) < 0.05 como puntos de
corte para identificar genes diferencialmente expresados.

Los datos de expresion génica diferencial de macréfagos tratados con PMX
(doi:10.3389/fimmu.2021.776879) se depositaron en el NCBI's Gene Expression Omnibus (GEQ) 36>
con los nimeros de acceso GSE159349 y GSE159380. El transcriptoma de MTX GM-M@ se describid
previamente en %! y estd disponible en GEO (GSE71253). El transcriptoma de macréfagos de la
sinovial de artritis reumatoide (RA-M@) frente a macréfagos derivados de monocitos con M-CSF (M-
M@) se describié previamente en 3% y estd disponible en GEO (GSE10500).
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3.4. GSEA

A partir de los datos de expresion génica, se generaron listas ranqueadas del andlisis imma de las
diferentes condiciones experimentales con los genes ordenados en base al Log,FC o adjp con el
programa BBEdit. El andlisis computacional de enriquecimiento en los conjuntos de genes GSEA
(Gene Set Enrichment Analysis) se realizd mediante el programa informdtico GSEA 4.1.0
(http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). Las listas ranqueadas se compararon con los
conjuntos de genes disponibles en Molecular Signatures Database v7.4 (MSigDB database v7.4) 366
o con los conjuntos de genes definidos p53_Target Gene 3%7, SREBP_DEPENDENT_GENE_SET 368,
GM-M@-specific markers 3%° y MTX-regulated genes, MTX-downregulated genes en *°* (GSE71253).

El resultado del analisis de enriquecimiento del conjunto de genes se refleja como la
puntuacién de enriquecimiento o ES (Enrichment Score), que indica el grado en que un conjunto de
genes estd sobrerrepresentado en la parte superior o inferior de una lista clasificada de genes. Los
resultados se muestran como puntuacion de enriquecimiento normalizada o NES (Normalized
Enrichment Score), que explica las diferencias en el tamafio del conjunto de genes y en las
correlaciones entre los conjuntos de genes y el conjunto de datos de expresion. El valor de FDR (False
Discovery Rate) indica la probabilidad estimada de que el NES represente un resultado falso positivo
y se considerd estadisticamente significativo a partir de un valor de FDR (FDR g-value) < 0.25.

3.5. Silenciamiento de RNA (siRNA)

Para el silenciamiento de la enzima timidilato sintasa (TYMS), monocitos CD14* purificados de sangre
periférica de donantes sanos (buffy coat) se diferenciaron durante 5 dias a macréfagos con GM-CSF
(GM-M@). Los macréfagos (7.5 x 10°) se transfectaron con 2 siRNA especificos para la TYMS (100 nM,
TYMS silencer select s14538 y s14539) o siRNA control (scr, silencer select negative control #1,
Ambion, Life Technologies) usando el reactivo HiPerFect (QIAGEN) y se trataron o no durante 48
horas con PMX.

4. SDS-PAGE y Western Blot

Los macrofagos se lisaron en buffer RIPA (1M Tris-HCI, 5M NaCl, 1% Deoxicolato sddico, 10% SDS,
10% NP-40, pH 8) suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas comerciales: 1mM coctel
de inhibidores de proteasas (PIC, Sigma), 10 mM NaF (Sigma), 1 mM NazVO, (Sigma) y 0.5 mM DTT.
El PIC contiene 104 mM AEBSF, 80 uM Aprotinina, 4 mM Betashistina, 1.4 mM E-64, 2 mM Leupeptina
y 1.5 mM Pepstatina A. Para la valoracion de la concentracion de proteinas se empled el kit DC
ProteinAssay (BioRad). Entre 10 y 30 ug de los lisados se resuspendieron en el buffer de carga 6X
(30% glicerol, 70% 4x-Tris-Cl/SDS, 0.1% SDS y 180 uM azul de bromofenol), se sometieron a SDS-
PAGE y se transfirieron a membranas de Immobilon-P (PDVF, Millipore). Las membranas se
bloquearon (1h, RT) con 5% BSA en buffer de lavado TBS-Tween (0.9% NaCl, 1M Tris pH 7.4y 0.1%
Tween).

Los anticuerpos primarios se incubaron (O/N a 42C) (Tabla 6) a la concentracién
recomendada por la casa comercial. Tras lavar la membrana para eliminar el exceso de anticuerpo
primario, se incubd (1h, RT) con el anticuerpo secundario especifico conjugado con la enzima
horseradish peroxidase (HRP) (Tabla 7). Las proteinas se visualizaron mediante quimioluminiscencia
con el kit comercial Clarity™ Western ECL Substrate (Bio-Rad) con el equipo Allianz 4.7. Imaging
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System. La carga de la proteina se normalizé empleando un anticuerpo monoclonal contra el control
de interés (Vinculina o GAPDH, Tabla 6). La cuantificacion de proteinas se realizd mediante
densitometria en FlJI (Fiji Is Just Imagel, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) y el valor
de la intensidad del drea se normalizé con la del control de carga (Vinculina o GAPDH).

Anticuerpo (anti-) Clon Especie Peso molecular (kDa) Casa comercial Referencia
A20/TNFAIP3 policlonal conejo 82 Cell Signaling Technology 4625
GAPDH 6C5 ratén 37 Santa Cruz Biotechnology sc-32233

IkBa L35A5 ratén 39 Cell Signaling Technology 4814

Phospho-IRF-3 (Ser396) 4D4G conejo 45,55 Cell Signaling Technology 4947
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) D3F9 conejo 43 Cell Signaling Technology 4511
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) D13.14.4E conejo 42,44 Cell Signaling Technology 4370
Phospho-SAPK/INK (Thr183/Tyr185) policlonal conejo 46, 54 Cell Signaling Technology 9251
Phospho-Stat1 (Tyr701) 58D6 conejo 84, 91 Cell Signaling Technology 9167
Vinculin VIN-11-5 ratén 117 Sigma-Aldrich V4505

Tabla 6. Anticuerpos primarios para Western blot.

Anticuerpo Especie Casa comercial Referencia
Anti-rabbit 1IgG, HRP-linked Antibody cabra Cell Signaling Technology 7074
Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody burro Bionova A90-137P

Tabla 7. Anticuerpos secundarios para Western blot.
5. Cuantificacion de citoquinas y CD14 soluble

La concentracion de citoquinas se cuantificd en el sobrenadante del cultivo celular empleando el kit
comercial ELISA especifico para IL-10, TNF-a, IL-6, CXCL10, GM-CSF (Human ELISA Max Deluxe,
BiolLegend), IFN-B y activina A (Duo Set ELISA, R&D Systems). La concentracion de CD14 soluble
(sCD14) se midié en el plasma y suero de pacientes con AR, donantes sanos y sobrenadante de cultivo
celular mediante el kit comercial ELISA especifico Human CD14 Quantikine ELISA Kit (R&D System).
Se descartd la interferencia de factor reumatoide (FR), presente en algunas de las muestras de
pacientes con AR, después de confirmar que las diluciones seriadas de plasma produjeron niveles de
sCD14 idénticos tras ajustar la concentracién con el factor de dilucién 37°. En todos los casos el
experimento se realizé siguiendo los protocolos facilitados por la casa comercial y la absorbancia se
leyo a 450 nm (a la cual se resté la absorbancia de 570 nm) mediante el lector de microplacas Opsys
MR (Dynex Technologies).

6. Estudio histoldgico

6.1. Preparacion de muestras

Recogida de muestras

Las biopsias sinoviales se obtuvieron mediante artroscopia de las articulaciones de rodilla inflamadas
de pacientes con artritis indiferenciada y establecida (ver apartado 1.3).

Congelacion y criocorte de tejidos

Tras su extirpacidn, los tejidos se sumergieron en moldes con el medio de descongelacién tissue-Tek
OCT (Sakura Finetek Europe B.V.), se congelaron directamente en nieve carbdnica y se guardaron (-
809C) hasta su utilizacion. Las muestras se cortaron longitudinalmente en cortes de 4 um de espesor
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empleando el criostato Microm HM 505EV (MICROM) y se dejaron secar (1h, RT). Posteriormente,
se fijaron y permeabilizaron (15 min) con acetona pura (VWR chemicals) y se dejaron secar (1-2h,
RT).

6.2. Tincion de inmunofluorescencia

La tincién de inmunofluorescencia de tejido sinovial se realizé en una cdmara hiumeda en oscuridad.
Todas las incubaciones se llevaron a cabo en presencia de inmunoglobulinas humanas (I1gG) para
prevenir la unién inespecifica de los anticuerpos a través de sus fracciones Fc. Las muestras se
bloguearon (10 min) con 1% IgG antes de su incubacién (1h, RT) con los anticuerpos primarios
correspondientes (1-5 pg/ml) (Tabla 8), se lavaron con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo'y,
seguidamente, se incubaron (1h, RT) con los anticuerpos secundarios (Tabla 9). El mismo anticuerpo
secundario se empled como control negativo. Para visualizar el nucleo las muestras se tifieron con
DAPI (Dihydrochloride, Calbiochem, Sigma-Aldrich) y se montaron con el medio de montaje acuoso
(Dako Faramount Aqueous Mounting Medium, Agilent).

Anticuerpo (anti-) Clon Isotipo Especie Casa comercial Referencia
cD3 SK7 lgG1 raton BD Biosciences 347340
CD90 E510 (RUO) 1gG1 raton BD Pharmigen 555593
CD163 Ber-Mac3 1gG1 ratén MBL K0147-3
CD209 MR1 1gG1 raton cedido por A.L.Corbi (CIB-CSIC, Madrid)
fibroblast activation protein (FAP) F11-24 19G1 raton Santa Cruz Biotechnology sC-65398
inhibin beta A policlonal 19G conejo Abcam 4370
CD115 policlonal 1gG cabra R&D Systems AF66157
MMP12 policlonal 19G conejo Abcam ab66157
TNF alpha policlonal 19G conejo Abcam ab6671

Tabla 8. Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia.

Anticuerpo Isotipo Especie Fluoréforo Casa comercial Referencia
Donkey Anti-Mouse 19G (H+L) raton Alexa Fluor® 488 Jackson Immunoresearch AB_2340851
Goat Anti-Mouse 19G2a raton Alexa Fluor® 488 Invitrogen A-21131
Goat Anti-Mouse IgG1 cabra Alexa Fluor® 647 Invitrogen A-21235
Donkey Anti-Rabbit 19G (H+L) raton Alexa Fluor® 647 Jackson Immunoresearch AB_2340626
Donkey Anti-Rabbit 19G (H+L) ratén Cyanine Cy™3 Jackson Immunoresearch AB_2340606
Donkey Anti-Goat 1gG (H+L) raton Cyanine Cy™3 Jackson Immunoresearch AB_2340414

Tabla 9. Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia y/o citometria de flujo.
6.3. Adquisicion y procesamiento de imagenes

La captura de imagenes se realizé en el microscopio confocal invertido SPE (Leica Microsystems) y un
objetivo de inmersion de glicerol ACS-APO 20x de apertura numérica 0.60. Se mantuvieron los
mismos parametros durante todo el proceso de adquisicién de imdgenes entre las diferentes
muestras 37, El procesamiento de imagenes se realizéd empleando el programa FlJI.

6.4. Cuantificacidn de la expresion de proteinas mediante microscopia confocal

Para el andlisis y cuantificacion de la expresion de proteinas en tejido sinovial, se empled el pan-
marcador de macrdéfagos CD163 y/o CD115 para segmentar macrofagos y estimar la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de las proteinas de interés. CD163 y/o CD115 se adquirieron en
condiciones de saturacion para delimitar el area total del macréfago. Considerando que la intensidad
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de fluorescencia correlaciona con el nimero de moléculas en la superficie celular, se calculé la media
del nimero de moléculas de proteina de interés por cada célula CD163*y/o CD115* mediante FIJI. A
continuacidn, se detalla la cuantificacion de la expresion de activina A en macréfagos CD163* (Figura
37) como ejemplo.

A partir de la imagen adquirida en el microscopio confocal, con la combinaciéon de la tincién en los
tres canales: activina A (verde), CD163 (rojo) y DAPI (azul) (Figura 37A), se seleccionaron dos canales,
activina A (verde) y CD163 (rojo) (Figura 37B) para después separarlos e individualizarlos (Figura 37C
y 37D). La imagen con los macréfagos marcados con CD163 (rojo) (Figura 37D) se convirtié a imagen
binaria (Figura 37E) y se segmentd (Figura 37F) en un rango determinado (50-500 um) en /Image J.
Finalmente, la proteina de interés (activina A) se cuantificé en cada célula. La ventana de resultados
muestra el valor de IMF (Intensidad Media de Fluorescencia) de activina A por cada célula CD163*
(Figura 37G). La IMF se evalué de forma aleatoria en 3-5 campos dentro de la regidon de interés
(sublining, area estandarizada ubicada a 50 um del lining) de todas las muestras analizadas. La
densidad de macréfagos se normalizé en base al drea de tejido seleccionado (mm?). Después de
restar el fondo (zonas sin nucleos celulares tefiidos con DAPI), los datos se representaron en
GraphPad Prism (Version 8.2.1, La Jolla, CA, USA).
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Figura 37. Cuantificacion de la expresion de proteinas mediante microscopia confocal. Se detalla la cuantificacién de la
expresion de activina A en macréfagos CD163* a modo de ejemplo.
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7. Citometria de flujo

Los macrdéfagos se levantaron de la placa de cultivo con PBS 10 mM EDTA a 379C, se centrifugarony
se resuspendieron (300.000 células) en buffer de tincién celular (100 ul) (Cell Staining buffer,
Biolegend). El analisis fenotipico se llevd a cabo mediante inmunofluorescencia. Los anticuerpos
primarios utilizados se muestran en la Tabla 10 y los secundarios en Tabla 5. Todas las incubaciones
se llevaron a cabo en presencia de 1% IgG para prevenir la unién inespecifica de los anticuerpos a
través de sus fracciones Fc. El mismo control de isotipo se afiadié como control negativo. Se empled
el citémetro de flujo FACScan (Beckton Dickinson) y la compensacion de los valores de fluorescencia
se llevd a cabo mediante el programa CellQuest (Beckton Dickinson) o Kaluza (version 2.1., Beckman
Coulter). Se selecciond la poblacion celular en base a los parametros FSC y SSC (Figura 38). Los
resultados se analizaron utilizando el software Kaluza (version 3.1).

Anticuerpo (anti-) Clon Isotipo Especie Fluoréforo Casa comercial Referencia
Control y1 FITC/y2a PE ~ X40 X39 (IVD)  IgG1 (FITC)/IgG2a (PE) raton FITC/IPE Beckton Dickinson 340041
CD14 MoP9 1gG2b raton FITC Beckton Dickinson 347493
CD115 Policlonal 19G cabra - R&D Systems AF329
CD163 Ber-Mac3 19G1 raton FITC MBL K0147-3
CD284/TLR4 HTA125 19G2a raton PE Biolegend 312805

Tabla 10. Anticuerpos primarios para citometria de flujo.

SSC-H

97,5

FSC-H

\4

Figura 38. Estrategia de gateo de la poblacidon de macréfagos viable para el anilisis de citometria de flujo. Dot plot
representativo que indica la poblacién celular de macréfagos (GM-M@ y M-M@) seleccionada en base a los
parametros SSC-H (Side SCatter Height) y FSC-H (Forward SCatter Height).

8. Diseio de graficos y esquemas y analisis estadisticos

BioRender.com se ha empleado para crear las representaciones esquematicas de las figuras. El disefio
y el andlisis estadistico de los datos se ha realizado en GraphPad Prism (Version 8.2.1, La Jolla, CA,
USA) para Mac. El andlisis estadistico empleado en cada experimento se indica en el pie de cada
figura. Se aplico el test Shapiro-Wilk para estudiar la normalidad de las variables empleadas. Cuando
las variables siguieron una distribucién normal o gaussiana, se empleé el test paramétrico t-Student
para la comparaciéon entre dos grupos y la prueba estadistica ANOVA de una via con comparacion
multiple de Tukey para la comparacién entre varios grupos. Cuando las variables siguieron
distribucidn no normal, se empled el test no paramétrico Mann-Whitney para determinar las
diferencias entre dos grupos y Kruskal-Wallis con comparacion mdultiple de Dunn's para la
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comparacién entre varios grupos. Se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0.05,
siendo * p < 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 y **** p < 0.0001.

Para el andlisis de los datos del Ensayo Clinico METOMAC (EudraCT: 2017-002902-11) del
Capitulo I los experimentos se realizaron por triplicado, se determiné la media y el error estandar de

la media (SEM) de los seis donantes y la comparacion entre muestras se realizé mediante un ANOVA
de medidas repetidas con comparacidon multiple de Tukey.

Para el andlisis de los datos clinicos de las cohortes de pacientes con artritis reumatoide del
Capitulo Il se empled Stata 14.0 para Windows (Stata Corp LP, College Station, TX, USA). El test no
paramétrico Wilcoxon se empled para determinar las diferencias significativas entre los niveles de
sCD14, DAS28 y PCR antes y después del tratamiento con MTX. La correlacién entre diferentes
variables se determiné mediante el test de Spearman. Para la cohorte de validacién, como mayoria

de las variables siguieron una distribucion no normal, se representan como mediana y rango
intercuartilico (IQR) y se emplearon las pruebas no paramétricos Mann-Whitney o Kruskal-Wallis
para analizar las diferencias significativas. Las variables cualitativas se describieron mediante el
cdlculo de proporciones y se empled la prueba exacta de Fisher para comparar entre variables
categoricas. Para determinar la capacidad de las variables sCD14 basal (ng/ml) o AsCD14 (diferencia
entre los niveles séricos de sCD14 finales y basales) para discriminar entre pacientes respondedores
0 no a MTX se realizé un analisis de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) mediante la
opcién grafica y el comando roctab. Cada punto de corte se seleccioné en base al mejor valor de
compensacién entre sensibilidad, especificidad, casos correctamente clasificados y cocientes de
verosimilitud positivos (LR+) y negativos (LR-). Una vez determinados los puntos de corte, se
generaron nuevas variables para definir a los pacientes con concentracién de sCD14 basal baja o alta
y con una disminucién de AsCD14 relevante. Se estimaron las odds ratios (OR) y su intervalo de
confianza al 95% (IC 95%) con el comando cs de Stata y la opcidn or. Este comando proporciona la
significacidn estadistica con la prueba exacta de Fisher.

102









CAPITULO |

Estudio de la accion tolerogenica de
metotrexato sobre macrofagos como
mecanismo de accion en enfermedades
mediadas por mecanismos inmunes






Resultados

MTX in vivo induce un estado de tolerancia a LPS en leucocitos

El objetivo de la primera parte de este trabajo fue verificar ex vivo la hipdtesis de que la accion
antiinflamatoria de MTX deriva de su capacidad de inducir un estado de tolerancia inmunitaria, ya

observada in vitro 186

, en sujetos sanos y determinar el tiempo-respuesta de los efectos de inmunidad
entrenada del MTX. Para ello, en colaboracidn con el Servicio de Reumatologia y Farmacologia Clinica
del Hospital Universitario La Princesa (HULP), se disefid el Ensayo Clinico en Fase | “Estudio de la
accion tolerogénica de metotrexato sobre macréfagos como mecanismo de accién en enfermedades
mediadas por mecanismos inmunes” (nUmero EudraCT 2017-002902-11, cédigo METOMAC). Los
datos demograficos de los sujetos incluidos en el estudio se detallan en la Tabla 11. El diseifo del
ensayo se baso en la administracion de una Unica dosis de MTX (20 mg) de forma oral a seis sujetos
sanos varones y la extraccion de 100 ml de sangre periférica antes de la toma de MTX (basal) y 3, 24

y 120h después de la toma de MTX (Post-MTX) (Figura 39A).

DATOS DEMOGRAFICOS
Sujeto  Cdadigo Sexo Fecha de nacimiento Raza Edad Estatura (m) Peso (Kg) IMC

1 03-S  Masculino 09/05/1983 Latina 34 1.69 59.8 20.94
2 01-S  Masculino 05/06/1988 Caucasica 29 1.77 88.5 28.25
3 06-S  Masculino 14/02/1994 Caucasica 23 1.68 63.6 22.53
4 07-S  Masculino 20/10/1988 Caucésica 29 1.81 85.3 26.04
5 08-S  Masculino 05/05/1984 Caucasica 83 1.79 B8 23.56
6 09-S  Masculino 03/06/1996 Caucasica 21 1.80 84.7 26.14

Media 28.17 1.76 76.23 24.58

Desviacion estandar 523 0.06 12.12 270

Tabla 11. Datos demograficos de los sujetos del Ensayo Clinico METOMALC. El estudio se compone de seis sujetos sanos.
Se indican los parametros sexo, raza, edad, estatura, peso e IMC (indice de masa corporal), calculado como peso (kg)/altura2 (m?).

A EudraCT 2017-002902-11 B F inéti de MTX
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(] (]
MTX E
20 mg = 1.04 :
---------------- > |>_< i
= . :
0.5 e T ..
Basal Post-MTX e ® & o
e .
S = 3h * ::t:.
d & 0.0 e T T T T T s —
j J 24n 0 1 2 3 4 6 24 120
120h Tiempo (h)

Figura 39. Disefio experimental del Ensayo Clinico METOMAC y farmacocinética de MTX. (A) Representacion
esquematica del disefio experimental del Ensayo Clinico METOMAC. Se administré una Unica dosis de MTX (20 mg) por via oral a
seis sujetos sanos varones y se extrajeron 100 ml de sangre periférica antes (basal) y 3h, 24h y 120h después (Post-MTX) de la toma
de MTX. (B) Farmacocinética de MTX en los sujetos del estudio. Cada punto representa la medida de concentracion plasmatica de
MTX (umol) respecto al tiempo (horas) desde la toma del farmaco de cada sujeto. Se indica la media + SEM los seis sujetos
independientes.
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El analisis farmacocinético de MTX en los seis sujetos revelé que 1h después de la toma de
MTX (Tmax) se detecté la concentracion maxima de MTX (Cmax) en plasma, que oscilaba entre 0.49
y 0.98 umol (media de 0.75 umol) (Figura 39B, Tabla 12), y fue indetectable 24h después de la toma
de MTX.

DATOS FARMACOCINETICOS

Sujeto AUCINF_obs AUClast Cmax Tmax Vz_F_obs CI_F_obs
(h-pymol) (h-pymol) (umol) (h) (mg/(umol))  (mg/(h-umol))
1 1.97 1.69 0.66 1.00 31.05 10.16
2 2.68 225 0.82 1.00 23.41 7.45
3 3.09 262 0.98 1.00 19.07 6.47
4 3.45 278 0.90 1.00 18.78 5.79
5 1.85 1.57 0.66 1.00 33.49 10.84
6 1.45 1.25 0.49 1.00 40.21 13.81
Media 2415 2.026 0.750 1.000 27.669 9.087
Desviacion Estandar 0.783 0.616 0.181 0.000 8.644 3.062

Tabla 12. Datos farmacocinéticos de los sujetos del Ensayo Clinico METOMAC. AUCINF_obs: el drea bajo la curva del
tiempo observado (desde el momento cero hasta que el farmaco es eliminado) frente a la concentracién plasmatica de MTX;
AUClast: Area bajo la curva del tiempo desde el momento cero hasta la tltima concentracién cuantificable frente a la concentracién
plasmatica de MTX; Cmax: concentracion maxima; Tmax: tiempo transcurrido hasta alcanzar la Cmax; Vz_F_obs: volumen aparente
de distribucion del farmaco observado; CI_F_obs: aclaramiento plasmatico del farmaco observado calculado como dosis/AUC
ajustado por la biodisponibilidad. El perfil farmacocinético de MTX en cada uno de los sujetos se muestra en Anexos.

Para determinar si el MTX es capaz de inducir un estado de tolerancia a LPS, se midié la
concentracién de las citoquinas IL-6, IL-1B, TNF-a e IL-10 en plasma antes (basal) y 3, 24 y 120h
después de la toma de MTX y tras la estimulacién ex vivo durante 15h con LPS (Figura 40A). 120h
post-MTX se detecté una menor concentraciéon de IL-6 que a nivel basal en respuesta a LPS. También
se detectd menor concentracién de IL-6 en plasma en respuesta a LPS 120h post-MTX que 3h y 24h
post-MTX (Figura 40B). Asi mismo, la concentracién de IL-1B (Figura 40C) e IL-10 (Figura 40D) en
respuesta a LPS fue significativamente menor 120h post-MTX que en las muestras basales y tras 3h
(IL-1B) y 24h (IL-10) post-MTX. Sin embargo, a pesar de que se observa una tendencia similar en el
caso de TNF-a, la concentracién de TNF-a en respuesta a LPS en plasma se redujo significativamente
entre las muestras recogidas 3h y 24h post-MTX (Figura 40E). Estos resultados indican que la
produccion de las citoquinas IL-6, IL-1 e IL-10 en respuesta a LPS en sangre total disminuye 5 dias
(120h) después de la toma de MTX.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el recuento de leucocitos
totales, linfocitos, monocitos o neutréfilos o plaquetas antes y post-MTX (Figura 40F), lo que indica
que la disminucion de la concentracion de citoquinas en respuesta a LPS tras la toma de MTX tras no
se debe a que el fdrmaco disminuya la cantidad de leucocitos en sangre.
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Figura 40. MTX in vivo disminuye la produccién de citoquinas en respuesta a LPS en plasma. (A) Representacién
esquematica del disefio experimental. La sangre periférica extraida de los seis sujetos antes y después de la toma de MTX se estimulé
durante 15h con LPS (10 ng/ml) y se midid la expresion de citoquinas inflamatorias. (B-E) Expresion de IL-6 (B), IL-1B (ng/ml) (C), IL-
10 (D) y TNF-a (pg/ml) (E) determinada mediante ELISA en el plasma de sujetos sanos en respuesta (+) o no (-) a LPS (15h) antes
(basal) y 3, 24 y 120h después (Post-MTX) de la toma de MTX. Cada punto representa la medida de la concentracién de la citoquina
de un sujeto (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ANOVA). (F) Numero de células de los tipos celulares sanguineos (leucocitos,
linfocitos, monocitos, neutrdfilos y plaquetas) de voluntarios sanos antes (basal) y después de 7 dias de la toma de MTX (Post-MTX).
Cada punto representa la medida del nimero de cada tipo celular por donante (no significativo, t-Student). En B-F se indica la media
SEM de seis sujetos independientes.

MTX in vivo disminuye la produccion de TNF-a en respuesta a LPS en monocitos

A partir de la extraccién de sangre periférica de cada uno de los sujetos a nivel basal y post-MTX (3,
24 y 120h), se aislaron monocitos CD14* y se midi6 la expresion de las citoquinas IL-6, IL-1B, TNF-a
e IL-10 en el sobrenadante de cultivo tras la estimulaciéon durante 3h con LPS (Figura 41A). Los
monocitos produjeron significativamente menos TNF-a en respuesta a LPS a las 120h de la toma de
MTX que 3h post-MTX (Figura 41C). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en la
expresion de IL-6 e IL-1B en respuesta a LPS (Figura 41B) en monocitos aislados de las muestras
basales y monocitos post-MTX. No se detecté la produccidn de IL-10 en monocitos en respuesta a
LPS en ninguna de las muestras analizadas (datos no mostrados).
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Figura 41. MTX in vivo disminuye la produccién de TNF-a en respuesta a LPS en monocitos. (A) Representacion
esquematica del disefio experimental. A partir de la sangre periférica extraida de los seis sujetos antes y después de la toma de MTX
se aislaron monocitos CD14* se estimularon durante 3h con LPS (10 ng/ml) y se midié la expresion de citoquinas inflamatorias. (B-
C) Expresion de IL-6, IL-1B (ng/ml) (B) y TNF-a (pg/ml) (C) determinada mediante ELISA en monocitos de voluntarios sanos en
respuesta (+) o no (-) a LPS (3h) antes (basal) y 3h, 24h y 120h después (Post-MTX) de la toma de MTX. Se indica la media + SEM de
cinco sujetos independientes (** p < 0.01, ANOVA). Aunque el EudraCT 2017-002902-11 se realizé en 6 sujetos sanos, los datos de
monocitos presentan una n=5 debido a la pérdida de una de las muestras del sujeto #3.

MTX in vivo promueve la adquisicion de un perfil transcripcional menos
proinflamatorio y mas profibrético en monocitos

Para evaluar los posibles cambios de expresion génica en monocitos tras la toma de MTX a distintos
tiempos, se aislé el RNA, se determind la secuenciacion del transcriptoma mediante RNAseq y se
comparé el perfil transcripcional de los monocitos recogidos a nivel basal y post-MTX (3h, 24h y
120h) (Figura 42A). Empleando las condiciones adjp < 0.05 y Log,|FC| > 1 ningun gen varié su
expresion de forma significativa significativa entre las diferentes condiciones. La agrupacién
jerarquica no supervisada (heatmap) de los genes diferencialmente expresados en los monocitos a
nivel basal y post-MTX reveld que mientras que los monocitos 3 y 24h post-MTX mostraban un perfil
transcripcional estrechamente relacionado con el de los monocitos a nivel basal, 120h post-MTX los
monocitos presentaban un perfil de expresion génica muy diferente (Figura 42B). A continuacidn,
mediante el andlisis computacional de enriquecimiento en los conjuntos de genes GSEA (Gene Set
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Enrichment Analysis) se analizo el transcriptoma de los monocitos a nivel basal y 3, 24 y 120h post-
MTX (Figura 42C).
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Figura 42. MTX in vivo promueve la adquisicion de un perfil transcripcional menos proinflamatorio y mas
profibrético en monocitos. (A) Se aislé el RNA de los monocitos CD14" antes (basal) y 3, 24 y 120h después (Post-MTX) de la
toma de MTX y se analizd el transcriptoma mediante RNAseq. (B) Agrupacion jerarquica no supervisada que muestra el nivel de
expresion génica de los genes diferencialmente expresados en monocitos de sujetos sanos (n=6) aislados a nivel basal y 3, 24 y
120h post-MTX. (C) Esquema representativo del andlisis de GSEA que muestra el enriquecimiento en los conjuntos de genes
indicados de los genes obtenidos de las listas ranqueadas (ordenadas por LogzFC) del andlisis imma de monocitos 3h post-MTX vs.
basal, 24h post-MTX vs. basal y 120h post-MTX vs. basal. El area del circulo es proporcional al valor absoluto del NES (Normalized
Enrichment Score) de la firma génica, indicado en el interior del circulo. La intensidad del color aumenta conforme aumenta la
significacion indicada por FDR g-value (False Discovery Rate). Se muestra en color rojo el enriquecimiento positivo y en azul, el
negativo. El andlisis de GSEA en cada conjunto genes indicado se muestra en Anexos.

En comparacién con los monocitos aislados a nivel basal, el perfil génico de los monocitos
3h post-MTX reveld un enriquecimiento positivo significativo en el conjunto de genes regulados por
NFkB en respuesta al TNF (HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_ NFkB, NES: 1.54, FDR: 0.034) y en el
conjunto de genes inducidos durante la respuesta a proteinas desplegadas
(HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE, NES:1.63, FDR: 0.014) y el perfil génico de los
monocitos 24h post-MTX mostrd un enriquecimiento positivo significativo en los conjuntos de genes
regulados positivamente en respuesta al IFNA (HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE, NES:
1.76, FDR: 0.009) e IFNG (HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE, NES:1.41, FDR: 0.086)
ademas de en el conjunto de genes HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE (NES: 1.64, FDR:
0.018). En conjunto, estos resultados indican que el MTX promueve la adquisicién de un perfil
transcripcional proinflamatorio en monocitos a las 3 y 24h de su administracion.

Sin embargo, el transcriptoma de los monocitos 120h post-MTX vs. basal revelé un
enriquecimiento negativo significativo en el conjunto de genes implicados en la respuesta
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inflamatoria (HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE, NES: -2.23, FDR: 0.000) y en los conjuntos de
genes HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFkB (NES: -2.35, FDR: 0.000),
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE (NES: -2.58, FDR: 0.000) y
HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE (NES: -2.48, FDR: 0.000) (Figura 42B y 42C). Ademas,
el transcriptoma de los monocitos 120h post-MTX vs. basal mostré un enriquecimiento positivo
significativo en el conjunto de genes regulados positivamente en respuesta a TGFBI1
(HALLMARK _TGF_BETA_SIGNALLING, NES: 1.36, FDR: 0.1335) y el enriquecimiento en el conjunto
de genes HALLMARK_UNFOLDED _PROTEIN_RESPONSE disminuyd y presentd menor significacion
(NES: 1.13, FDR: 0.1857) que monocitos 3 y 24h post-MTX vs. basal (Figura 42B y 42C). Estos
resultados indican que el perfil transcriptémico de monocitos varia 5 dias después de la toma de
MTX, presentando un perfil transcripcional menos inflamatorio y mas profibrdtico y reparador que
antes de la toma de MTX.

Previamente nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el MTX actla
selectivamente en macrdfagos polarizados por GM-CSF (GM-M@), a los que condiciona a la
adquisicion de un estado de tolerancia inmunoldgica frente a estimulos proinflamatorios como LPS
o TNF-a. El mecanismo de tolerancia cruzada inducido por MTX en GM-M@ in vitro estd mediado
por un aumento de la expresion de TNFAIP3, 1%, gen que codifica para la deubiquitinasa A20,
regulador negativo de la sefializacién de NFkB y MAPK por TLR4 y TNFR 130185372 pgor ello, a partir
de la extraccion de sangre periférica de cada uno de los sujetos a nivel basal y post-MTX (3h, 24h y
120h), se diferenciaron monocitos a macréfagos con GM-CSF (GM-M@) durante 7 dias y se cuantificé
en el sobrenadante de cultivo la concentracion de las citoquinas IL-6 e IL-1f tras la estimulacién con
LPS durante 3h (Figura 43A). No se detectaron diferencias significativas en la expresion de IL-6 e IL-
1B en respuesta a LPS (Figura 43B) en GM-M@ diferenciados a partir de los monocitos de las
muestras basales y post-MTX. Por ultimo, se analizd la expresién de TNFAIP3 en las muestras de
monocitos y GM-M@ de cada uno de los sujetos a nivel basal y post-MTX (3h, 24h y 120h). Aunque
24 y 120h post-MTX monocitos y GM-M@ mostraron mayores niveles de expresién del mRNA de
TNFAIP3 que a nivel basal, estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas (Figura 43C
y 43D).

Globalmente, los resultados del Ensayo Clinico METOMAC “Estudio de la accion tolerogénica
de metotrexato sobre macrdfagos como mecanismo de accion en enfermedades mediadas por
mecanismos inmunes” (EudraCT: 2017-002902-11) indican que MTX disminuye la produccion de
citoquinas en respuesta a LPS en monocitos y leucocitos de sangre periférica 5 dias después de su
administracion. Ademas, el perfil transcriptémico de monocitos 5 dias después de la toma de MTX
resulta menos inflamatorio y mas profibrético que antes de la toma del fdrmaco. En consecuencia,
estos resultados son compatibles con que la exposicidn in vivo a MTX promueve un estado de
tolerancia cruzada frente a LPS en monocitos y leucocitos de sangre periférica y nos han permitido
seleccionar el tiempo de 5 dias después de la toma de MTX como tiempo-respuesta de visualizacién
de los efectos de la memoria inmune innata por MTX para la realizacién de un posterior estudio
observacional en pacientes con AR de reciente comienzo que vayan a iniciar tratamiento con MTX.
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Figura 43. MTX in vivo no modifica la produccién de citoquinas en respuesta a LPS en GM-M@. (A) Representacion
esquematica del disefio experimental. A partir de la sangre periférica extraida de los seis sujetos antes y después de la toma de MTX
se aislaron monocitos CD14" y se diferenciaron durante 7 dias a macréfagos con GM-CSF (GM-M@). A dia 7 se estimularon durante
3h con LPS (10 ng/ml) y se cuantificd la expresion de citoquinas inflamatorias. (B) Expresion de IL-6 (ng/ml) e IL-1B (pg/ml)
determinada mediante ELISA en GM-M@ de voluntarios sanos en respuesta (+) o no (-) a LPS (3h) antes (basal) y 3, 24 y 120h después
(Post-MTX) de la toma de MTX. (C-D) Expresion relativa del mRNA de TNFAIP3 determinada mediante RT-gPCR en GM-M@ (C) y
monocitos (D) en voluntarios sanos antes (basal) y 3, 24 y 120h después (Post-MTX) de la toma de MTX. Los resultados se muestran
como la expresion relativa, que indica la deteccién de cada mRNA en cada muestra en relacion con la expresion del gen de referencia
TBP. Se indica la media + SEM de seis sujetos independientes (no significativo, ANOVA).
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Estudio de la capacidad del pemetrexed
para inducir un estado de tolerancia a
LPS en macrofagos






Resultados

El tratamiento con PMX induce un perfil transcripcional proinflamatorio en

macroéfagos

Estudios previos del laboratorio han demostrado que el tratamiento con dosis bajas (50 nM) de MTX
actla selectivamente sobre macréfagos diferenciados con GM-CSF (GM-M@) que expresan timidilato
sintasa (TS). EI MTX induce la expresion de un conjunto de genes con perfil inflamatorio y
dependiente de p53 (GSE71253) 1. Dado que el PMX, antagonista del acido félico y potente
inhibidor de la enzima TS, es capaz de aumentar la expresién de algunos genes regulados por MTX
(CCL20, LIF, MET y GDF15) *°, se determiné el perfil génico global de macréfagos expuestos a PMX
mediante RNAseq. Para ello, se diferenciaron monocitos a macréfagos humanos con GM-CSF en
presencia (PMX GM-M@) o ausencia (GM-M@) de PMX (50 nM) durante 7 dias y se compararon
ambas firmas génicas (Figura 44A).

PMX GM-M@ vs. GM-M@
up: 789

A g |pown: 263 GDF15
GM-CSF
> 3
7 dias GM-M@ =81 LF
e
) GM-CSF g3
Monocito PMX '
cDi14*
g4 .
cD14
PMX GM-M@ o
‘ : ; ‘ ‘
4 0 2 4 6
log, (foid change)
Enrichment plot:
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE F INFLAMMATORY RESPONSE
@ 05
S 04 Enrichment profile 2500 109
‘g 03 = Hits —
@ == Ranking metric scores
€ 02 2000 -, GM-MG
2 o4 [ PMX GM-M@
£ oo NES:174 -
£ ) FDR:0.003 Z 1500 100
[} % L
o G-
@ -32 3 . . . ra .
o, .. > L e T Figura 44. PMX induce un perfil génico
TT — . .
£82 3007 4om ( ( H proinflamatorio en GM-M@. (A)
2a
§§.3 ol T 11 mll - Representacion esquematica del disefio
85 drmpacomines CGL20 MET  LIF  OSM 1A IL1B . ) .
@ 0 2000 4000 6000 8030 1000012000 14000 16000 expenmental. Monocitos CD14* purlflcados de
Rank in Ordered Dataset ]
TS D sangre periférica de donantes sanos (buffy coat) se
trataron (50 nM, PMX GM-M@) o no (GM-M@) con
D Enrichment plot: G PMX al principio del proceso de diferenciacién a
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB L, .
gu T T TNFA SIGNALING VIA NFKB macréfagos con GM-CSF. Los niveles de mRNA se
Yo 2500 . .
ggi o™ determinaron a los 7 dias en PMX GM-M@ y su
%32 2000 1 control sin tratar (GM-M@) mediante RNAseq. (B)
E Q. : . .z
5o E[E: 3330 - Volcano plot que representa el perfil de expresion
0.0 ~r 1500 . . .z
= 2 fo? génica de PMX GM-M@ frente al perfil de expresion
m N“”H”‘HH ‘lH | M‘W g 1000 105 génica de GM-M@ en base al valor de p ajustado
2_ ¢ (adjp < 0.05, eje Y) y Loga Fold Change (Log:|FC| >
2F 4 5001 qu 0 . S .
552 10 1, eje X). Se indica el nimero de genes cuya
ok .z . .
322 g ey o ol [ = [ m expresion aumenta (UP) o disminuye (DOWN). El
i cCL20  LF  AREG L1A  IL1B X . .
£ 0 2000 4000 GOOD 8000 1000012000 1400016000 area punteada incluye los genes con adjp < 0.05 y
Rank in Ordered Datasst . . . .
PMX GM-M@ GMMD se indican algunos de los genes diferencialmente
expresados. (C-E) Anadlisis de GSEA de genes
E HALLMARI P83 PATHWAY H P53 PATHWAY obtenidos de la lista ranqueada (ordenada por
o8 - Log:FC) del andlisis limma de PMX GM-M@ frente a
@ 05 40000 10° . o
§82 GM-M@ en los conjuntos de genes indicados. Se
b 35000 . . ]
Boz| o e indican los valores de NES (Normalized Enrichment
£ 2 1 . N
221 FDR 0000 - 30000 Score) y FDR (False Discovery Rate). El perfil de
w w . . . .
| ””"”H" |||‘ mHl” Hm 522%%%% Lo 1o enriquecimiento se muestra en verde. (F-H) Niveles
2 10 .
. | s 10000 de expresion del mMRNA mostrados en valores RSEM
ig5 (RNAseq by Expectation Maximization) de GM-M@
gE2 s i 5000 s 107
380 “ff’l Hr (negro) y PMX GM-M@ (blanco) de los genes
2 ] :
e O F GADD5 COKNIA MDMZ GOF1S representativos de los conjuntos de genes
© 0 2000 4000 6000 8000 1000012000 1400016000 . N T . .
indicados del andlisis de GSEA. Se indica el valor de

Rank in Ordered Dataset
PMX GM-M@ GM-M@ adjp

117



Resultados

El tratamiento con PMX aumento significativamente la expresion de 789 genes y disminuyé
significativamente la expresidén de 263 genes (Logz|FC| > 1; adjp < 0.05) respecto a macréfagos sin
tratar (GM-M@), tal y cémo se indica en el Volcano Plot (Figura 44B) que muestra, ademds, genes de
respuesta a antifolatos en macrdfagos. Mediante el analisis computacional de enriquecimiento en
los conjuntos de genes GSEA (Gene Set Enrichment Analysis), y en comparacién con GM-M@, el perfil
génico de PMX GM-M@ reveld un enriquecimiento positivo significativo en los conjuntos de genes
representativos de la respuesta inflamatoria (HALLMARK_INFLAMMATORY _RESPONSE, NES: 1.74,
FDR: 0.003) (Figura 44C) y de la sefializacion de NFkB por TNFA (HALLMARK_TNFA_
SIGNALING_VIA_NFkB, NES: 2.22, FDR: 0.000) (Figura 44D). Dentro de los genes mas significativos
que se posicionan en el leading edge se encontraron CCL20, MET, y LIF junto con IL1A e IL1B (Figura
44F y 44G). Ademas, de forma similar al tratamiento con MTX 1, el perfil génico de PMX GM-M@
mostrd un enriquecimiento positivo significativo en el conjunto de genes caracteristicos de la
sefializacién de p53 (HALLMARK P53 PATHWAY, NES: 1.88, FDR: 0.000) (Figura 44E) con LIF,
CDKN1A y GDF15, genes diana de p53 254285 en su leading edge (Figura 44H). En conjunto, estos
resultados demuestran que el PMX promueve la adquisicién de un perfil transcripcional
proinflamatorio y de una firma génica dependiente de p53 en GM-M@.

Con el objetivo de comparar los perfiles de expresién génica de GM-M@ en respuesta a
diferentes antifolatos, se comparé el transcriptoma de macroéfagos tratados con PMX y con MTX
(PMX GM-M@ y MTX GM-M@) (GSE71253) (Figura 45A) y se encontrd gran similitud entre ambas
firmas génicas. Como se indica en el Diagrama de Venn (Figura 45B), MTX GM-M@ y PMX GM-M@
mostraron un aumento comun de la expresion de 285 genes (de un total de 788 genes) y una
disminucidn comun de la expresién de 50 genes (de un total de 263 genes). Ademas, el analisis de
GSEA del transcriptoma de PMX GM-M@ respecto a GM-M@ revelé un enriquecimiento positivo
significativo del conjunto de genes cuya expresion se ve aumentada por MTX (MTX-regulated genes,
NES: 2.84, FDR: 0.000) (Figura 45C) y, un enriquecimiento negativo en el conjunto de genes cuya
expresion disminuye por MTX (MTX-downregulated, NES: -3.53, FDR: 0.000) (Figura 45D). El perfil
transcriptéomico de PMX GM-M@ y MTX GM-M@ mostraron un enriquecimiento positivo significativo
en los conjuntos de genes HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE,
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFkBy genes diana de LXR (LXR_TARGETS) con respecto a GM-
M@ (Figura 45E). Respecto a las diferencias entre ambos antifolatos, Unicamente el tratamiento con
MTX potencié un enriquecimiento positivo en genes que engloban las enzimas encargadas de la
sintesis del colesterol (ENZYMES_CHOLESTEROL SYNTHESIS, NES: 1.82, FDR: 0.000) y en genes
dependientes de SREBP (SREBP_DEPENDENT_GENE_SET, NES: 1.84, FDR: 0.002) (Figura 45E).

Globalmente, estos resultados demuestran que ambos antifolatos ejercen un efecto

transcripcional similar en GM-M@ y que promueven la adquisicion de un perfil génico mas
proinflamatorio y dependiente de p53.
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Figura 45. MTX y PMX
promueven la adquisicion de
un perfil génico
proinflamatorio en GM-M@.
(A) Representacién esquemdtica
del disefio experimental.
Monocitos CD14* se trataron con
PMX (50 nM, PMX GM-M@) o con
MTX (50 nM, MTX GM-M@) al
principio del proceso de
diferenciacion de macréfagos con
GM-CSF. Los niveles de mRNA se
determinaron a los 7 dias en PMX
GM-M@, MTX GM-M@ y su control
sin tratar (GM-M@). (B) Diagrama
de Venn que muestra la
comparacion del nimero de genes
significativamente (adjp < 0.05,
logz|FC| > 1) regulados por PMX en
GM-M@ con los genes
significativamente modulados por
MTX en GM-M@. Se muestra el
nimero de genes que aumenta
(UP) o disminuye (DOWN) en cada
caso y el solapamiento de los
circulos, el nimero de genes en
comun entre PMX GM-M@ y MTX
GM-M@. (C-D) Analisis de GSEA de
genes obtenidos de la lista
ranqueada (ordenadas por LogzFC)
del andlisis imma de PMX GM-M@
vs. GM-M@ en los conjuntos de
genes indicados. Se indican los
valores de NES y FDR. El perfil de
enriquecimiento se muestra en
verde. (E) Esquema representativo
del anélisis de GSEA que muestra el
enriquecimiento en los conjuntos
de genes indicados de los genes
obtenidos de comparacion las listas
ranqueadas (ordenada por LogFC)
del andlisis imma de PMX GM-M@
vs. GM-M@ y MTX GM-M@ vs. GM-
M@. El area del circulo es
proporcional al valor absoluto del
NES de la firma génica, indicado en
el interior del circulo. La intensidad
del color aumenta conforme
aumenta la significacién (FDR g-
value). Se muestra en color rojo el
enriquecimiento positivo.

El tratamiento con PMX promueve la adquisicion de un estado de tolerancia

transcripcional a LPS en macréfagos

Los macrofagos son capaces de mostrar caracteristicas de memoria inmunoldgica tras una

estimulacién transitoria, de forma que, ante un segundo estimulo responden de forma atenuada,

fendmeno conocido como tolerancia, o aumentada, trained immunity o inmunidad entrenada

135144145 Dado que el MTX condiciona a GM-M@ a la adquisicién de un estado de tolerancia a LPS

186 se quiso determinar la respuesta a la estimulacién con LPS en PMX GM-M@ a nivel

transcripcional. Para ello, se diferenciaron monocitos a macréfagos en ausencia (LPS GM-M®) o en
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presencia de PMX (LPS PMX GM-M@), 4cido folinico (LPS FolAc GM-M@) o de PMX y &cido folinico
(LPS PMX+FolAc GM-M@) y se determind su perfil de expresién génica mediante RNAseq tras la
estimulacién con LPS (3h) (Figura 46A). El acido folinico (FolAc, 5-formil-THF), forma reducida del
acido félico 2%, se empleé como competidor en exceso (100x) para determinar la capacidad de PMX
de actuar como farmaco antifolato. En comparacion con LPS GM-M@, la estimulacién con LPS
aument? significativamente la expresién de 355 genes, mientras que disminuyd la expresién de 273
genes en LPS PMX GM-M@ (Log|FC| > 1; adjp < 0.05) (Figura 46B). Sin embargo, ninguno de estos
cambios en expresion génica se detectd en presencia de PMX y 4cido folinico (LPS PMX+FolAc GM-
M@), cuyo transcriptoma resultd similar al de macréfagos estimulados con LPS en presencia de acido
folinico (LPS FolAc GM-M@) (Figura 46C). Estos resultados demuestran que el efecto transcripcional
de PMX en macrdéfagos estimulados con LPS depende del metabolismo de un carbono (OCM).

El andlisis computacional de GSEA reveld que el perfil génico de LPS PMX GM-M@ presentaba
un enriquecimiento significativo negativo en conjuntos de genes implicados en la sefializacion de IL6
via JAK-STAT3 (IL6_JAK STAT3_SIGNALING, NES: -2.25, FDR: 0.001) y en la respuesta al IFNA
(INTERFERON_ALPHA_RESPONSE, NES: -2.00, FDR:0.001) e IFNG (INTERFERON_GAMMA_RESPONSE,
NES: -2.46, FDR: 0.001), asi como en los conjuntos de genes HALLMARK _INFLAMMATORY _RESPONSE
(NES: -2.13, FDR: 0.000) y HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFkB (NES: -2.35, FDR: 0.000) en
comparacién con LPS GM-M@. (Figura 46D). Sin embargo, en presencia de &cido folinico (LPS
PMX+FolAc GM-M@ vs. LPS FolAc GM-M@) no se observd el enriquecimiento negativo en los
conjuntos de genes HALLMARK INFLAMMATORY_RESPONSE (NES: 1.14, FDR: 0.3605),
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFkB (NES: 0.76, FDR: 1.000) e IL6_JAK _STAT3_SIGNALING (NES:
0.921, FDR: 0.866) lo que demostrd, nuevamente, la especificidad del efecto transcripcional de PMX
en macrofagos (Figura 46D). Estos resultados demuestran que la presencia de PMX durante la
diferenciacion de macrdéfagos disminuye la expresién de genes relacionados con la respuesta
inflamatoria dependiente de LPS, lo que es compatible con que PMX promueve la adquisicion de un
estado de tolerancia transcripcional a LPS.
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Figura 46. PMX promueve un estado de tolerancia transcripcional a LPS en GM-M@. (A) Representacion esquematica
del disefio experimental. Monocitos CD14" sin tratar (LPS GM-M@), tratados con PMX (50 nM, LPS PMX GM-M@), acido folinico
(5uM, LPS FolAc GM-M@) o ambos (LPS PMX+FolAc GM-M®) se diferenciaron durante 7 dias a macréfagos con GM-CSF. A dia 7 se
estimularon durante 3h con LPS (10 ng/ml) y se determinaron los niveles de expresion mediante RNAseq. (B-C) Volcano plot que
representa el perfil de expresién génica de LPS PMX GM-M@ vs. GM-M@ (B) y de LPS PMX+FolAc GM-M@ vs. LPS FolAc GM-M®@ (C)
en base al valor de p ajustado (adjp < 0.05, eje Y) y Log, Fold Change (Log:|FC| > 1, eje X). Se indica el nUmero de genes cuya
expresion aumenta (UP) o disminuye (DOWN). El drea punteada incluye los genes con adjp < 0.05 y se indican algunos de los genes
expresados diferencialmente en cada caso. (D) Esquema representativo del anélisis de GSEA que muestra el enriquecimiento en los
conjuntos de genes indicados de los genes obtenidos de comparacion las listas ranqueadas del analisis limma de LPS PMX GM-M@
vs. LPS GM-M@ y LPS PMX+FolAc GM-M@ vs. LPS FolAc GM-M®@ tras 3h de estimulacién LPS. El drea del circulo es proporcional al
valor absoluto del NES de la firma génica, indicado en el interior del circulo. La intensidad del color aumenta conforme aumenta la
significacion (FDR g-value). Se muestra en color rojo el enriquecimiento positivo y en azul, el negativo. El anélisis de GSEA en cada
conjunto genes indicado se muestra en Anexos.

El andlisis de GSEA también reveld que el transcriptoma de LPS PMX GM-M@ vs. LPS GM-M@
presentaban un enriquecimiento positivo significativo en el conjunto de genes
HALLMARK_P53 PATHWAY (NES: 1.5, FDR: 0.081) (Figura 47A) que no se detecté en presencia de
PMX y acido folinico (NES: -0.89, FDR: 1.0) (Figura 47B). Por lo tanto, y al igual que ocurria de forma
basal (sin estimulacidn con LPS), el PMX potencid la firma génica dependiente de p53 en macrofagos
estimulados con LPS. Para analizar la influencia de p53 en la modulacién génica de PMX GM-M@ tras
la estimulacién por LPS, los monocitos se trataron con PMX en presencia de pifitrina-a. (PFT),
inhibidor especifico de p53 (Figura 47C y 47D) y se midio la expresion de GDF15, LIFy CDKN1A, genes
diana de p53 2642%> que explican la sefial de enriquecimiento del perfil génico de PMX GM-M@, tal y
como se muestra en la Figura 44F, 44G y 44H. El tratamiento con PFT disminuyé de manera dosis-
dependiente la expresién del mRNA de GDF15, LIF y CDKN1A en LPS PMX GM-M@ (Figura 47E y 47F).
Estos resultados, en conjunto, sugieren que PMX induce un estado de tolerancia transcripcional a
LPS en macréfagos dependiente de p53.
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Figura 47. El estado de tolerancia transcripcional inducido por PMX en GM-M® es dependiente de p53. (A, B) Analisis
de GSEA de genes obtenidos de la lista ranqueada del anélisis imma de LPS PMX GM-M@ vs. LPS GM-M@ y LPS PMX+FolAc GM-M@
vs. LPS FolAc GM-M@ tras 3h estimulacién LPS en el conjunto de genes HALLMARK_P53_PATHWAY. Se indican los valores de NES y
FDR. El perfil de enriquecimiento se muestra en verde. (C) Representacidn esquematica del bloqueo de p53 por pifitrina-a (PFT). (D)
Representacién esquematica del disefio experimental. Monocitos CD14" sin tratar (GM-M@) o tratados con PMX (50 nM, PMX GM-
M@) en presencia o ausencia de PFT (25-50 uM) se diferenciaron durante 7 dias a macréfagos con GM-CSF. Los niveles de mRNA se
determinaron a dia 7 tras 3h de estimulacién con LPS (10 ng/ml). (E) Expresion relativa del mRNA de GDF15, LIF y CDKN1A
determinada mediante RT-gPCR en GM-M@ en ausencia (-) o presencia (+) de PMX y 25 uM (25) o 50 uM (50) de PFT tras la
estimulacion con LPS. Los resultados se muestran como la expresion relativa, que indica la deteccién de cada mRNA en cada muestra

en relacion con la expresion del gen de referencia TBP. Se indica la media + SEM de 4 donantes independientes (* p <0.05, ** p<0.01,
t-Student).

El tratamiento con PMX promueve la adquisicion de un estado de tolerancia funcional
a LPS en macrofagos

A continuacion, para determinar si PMX promueve la adquisicion de un estado de tolerancia
funcional a LPS se midid, a nivel de mRNA y de proteina, la concentracion de las citoquinas IL-6, IL-
1B, TNF-a e IL-10 en PMX GM-M@ y GM-M@ tras la estimulacidn con LPS (Figura 48A). Se detectd
una disminucion significativa en la expresion de mRNA de /L6 e IL18 (3h) (Figura 48B) y de la
produccion de IL-6 (3 y 24h), TNF-a (3h) e IL-10 (24h) en respuesta a LPS en macréfagos tratados con
PMX respecto a GM-M@® (Figura 48C). El efecto inhibitorio de PMX sobre la expresién de IL6 e IL18 y
la produccién de IL-6 y TNF-a en respuesta a LPS se revirtid en presencia de acido folinico (PMX+FolAc
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GM-M@) (Figura 48D y 48E), lo que demostré nuevamente la especificidad del PMX como inhibidor
del metabolismo de un carbono. Los resultados demuestran que el PMX disminuye tanto la expresion
como la produccién de citoquinas inflamatorias en respuesta al ligando de TLR4 LPS. Estos resultados,
junto con los datos de expresidn génica (Figura 46), indican que el PMX promueve la adquisicién de
un estado de tolerancia a nivel transcripcional y funcional en macréfagos GM-M@ y que dichos
efectos estan mediados por el bloqueo del OCM.
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Figura 48. PMX disminuye la produccién de citoquinas inflamatorias en respuesta a LPS en GM-M@. (A)
Representacion esquematica del disefio experimental. Monocitos CD14" sin tratar (GM-M@), tratados con PMX (50 nM, PMX GM-
M@), cido folinico (5uM, FolAc GM-M@) o ambos (PMX+FolAc GM-M@) se diferenciaron durante 7 dias a macrofagos con GM-CSF.
Los niveles de mRNA se determinaron a dia 7 tras 3 y 24h de estimulacién con LPS (10 ng/ml). (B) Expresion relativa del mRNA de
IL1B e IL6 determinada mediante RT-qPCR en GM-M@ generados en ausencia (-) o presencia (+) de PMX tras la estimulacidn con LPS
a diferentes tiempos (3 y 24h). Los resultados se muestran como porcentaje de induccidn, que indica la expresion de cada gen en las
células tratadas con PMX respecto a su expresion en las células control. Los valores en ausencia de PMX se normalizaron a 1. (C)
Expresidn de IL-6, TNF-a e IL-10 determinada mediante ELISA en el sobrenadante de cultivo de GM-M@ generados en ausencia (-) o
presencia (+) de PMX tras la estimulacion con LPS a diferentes tiempos (3 y 24h). En B, C se indica la media + SEM de 7-10 donantes
independientes (* p<0.05, ** p<0.01, *** p <0.001, t-Student). (D) Expresion relativa del mRNA de IL1B e IL6 en GM-M@ generados
en ausencia (-) o presencia (+) de PMX, acido folinico (FolAc) o ambos tras la estimulacién con LPS (3h). Los resultados se muestran
como la expresion relativa, que indica la detecciéon de cada mRNA en cada muestra en relacion con la expresion del gen de referencia
TBP. (E) Expresién de IL-6 y TNF-a. en el sobrenadante de cultivo de GM-M@ generados en ausencia (-) o presencia (+) de PMX, 4cido
folinico 0 ambos tras la estimulacidn con LPS (3h). En D, E se indica la media = SEM de 3-5 donantes independientes (* p < 0.05, ***
p <0.001, ANOVA).

PMX atenua la seiializacion por TLR4 en respuesta a LPS en macréfagos

La tolerancia a endotoxina (TE) en macréfagos estd asociada con defectos en la seializacion de TLR4
a diferentes niveles (ver Introduccion, apartado 2.5) como una menor formacion del complejo TLR4-
MyD88 y una disminucion en la actividad de IRAK 39185 Para determinar los mecanismos
moleculares subyacentes al estado de tolerancia a LPS inducida por PMX, se evalud el efecto de PMX
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sobre la activacidn y expresién de proteinas de las vias de sefializacién dependientes de TLR4. Para
ello, se generaron GM-M@, PMX GM-M@, FolAc GM-M@ y PMX+FolAc GM-M@ y se estimularon con
LPS a diferentes tiempos (0, 15, 30, 60 min, 2, 3 y 24h) (Figura 49A) para determinar el nivel de
activacion de MAPK, NFkB, IRF3 y STAT1. La estimulacidn con LPS indujo menor activacién de p38
(pp38) y JNK (pJNK) (15 y 30 min) en PMX GM-M@ que en GM-M@ (Figura 49B). Sin embargo, la
estimulacidn con LPS incrementd la fosforilacion de ERK1/2 (pERK) de manera sostenida en PMX GM-
M@ respecto a GM-M@ (Figura 49B). Como medida de la activacion de NFkB, se analizaron los niveles
de expresion de IkBa, proteina que recluta al dimero activo (p50 y RelA) e impide su traslocacion el
nucleo 81, La estimulacién con LPS disminuyd la degradacion de IkBa en PMX GM-M@ (15 min)
(Figura 49C) respecto a los macréfagos control, lo que indica una menor activacion de NFkB. Estos
resultados muestran como el PMX atenua, en parte, la sefalizacion de TLR4 dependiente del
adaptador MyD88 en GM-M@ en respuesta a LPS.

La sefializacién por TLR4 dependiente de TRIF es mas tardia que la MyD88-dependiente y
estd implicada en la produccién de IFN de tipo | 182, Los resultados de Western blot muestran que LPS
indujo una menor activacidon de IRF3 (pIRF3) (30 y 60 min) (Figura 49D) y de STAT1 (pSTAT1) (2h)
(Figura 49E) en PMX GM-M@ respecto a GM-M@. Ademds, tal y como se ha observado en
experimentos anteriores, el efecto de la disminucién de la activacion de IRF3 (pIRF3) inducido por
PMX se revertid en presencia de acido folinico, indicando la especificidad del antifolato (Figura 49F).
Por ultimo, para relacionar los cambios en activacidon de las proteinas de la ruta de TRIF con la
expresion de citoquinas diana, se midieron los niveles de produccién de IFN-B y CXCL10 en el
sobrenadante de cultivo de macréfagos PMX GM-M@ y GM-M@. Se cuantificd una disminucidn
significativa de IFN-B (3h) (Figura 49G) y CXCL10 (24h) (Figura 49H) en respuesta a LPS en presencia
de PMX. Estos resultados indican que el tratamiento con PMX disminuye la activacién de proteinas
implicadas en la ruta de sefializacién de TLR4 dependiente del adaptador TRIF en respuesta a LPS en
GM-M@.

En su conjunto, los datos demuestran cdmo la exposicidn continua al antifolato PMX atenua
la activacion de proteinas implicadas en la sefalizacion de TLR4, tanto MyD88- como TRIF-
dependientes, y disminuye la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-13, TNF-a, IFN-B y
CXCL10) en respuesta a LPS en GM-M@.
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Figura 49. El PMX disminuye la sefializacién por TLR4 en respuesta a LPS en GM-M@. (A) Representacion esquematica
del disefio experimental. Monocitos CD14"sin tratar (GM-M@), tratados con PMX (50 nM, PMX GM-M®), 4cido folinico (5uM, FolAc
GM-M@) o ambos (PMX+FolAc GM-M@) se diferenciaron durante 7 dias a macréfagos con GM-CSF. Los niveles de proteina se
determinaron a dia 7, a nivel basal, y, tras diferentes tiempos de estimulacién con LPS (10 ng/ml). (B-D) Analisis de Immunoblot de
PERK, pJNK y pp38 (B), IkBa (C) y pIRF3 (D) en GM-M@ generados en ausencia (-) o presencia (PMX) de PMX sin estimular (-) y
estimulados con LPS a diferentes tiempos (15, 30 y 60 min). Se muestran como controles de carga la expresion de GAPDH (B) y
Vinculina (C-D). (E) Analisis de Immunoblot de pSTAT1 en GM-M@ generados ausencia (-) o presencia (PMX) de PMX sin estimular (-
) y estimulados con 2h de LPS. Se muestra como control de carga la expresion de GAPDH. (F) Analisis de Immunoblot de pIRF3 en
GM-M@ generados ausencia (-) o presencia (+) de PMX (PMX), dcido folinico (FolAc) o ambos estimulados 60 min con LPS. En B-F se
muestra un experimento representativo de 4-5 donantes independientes y se indica el peso molecular (kDa) de cada proteina de
interés. (G, H) Expresion de IFN-B (G) y CXCL10 (H) determinada mediante ELISA en el sobrenadante de cultivo de GM-M@ generados
en ausencia (-) o presencia (+) de PMX tras la estimulacion con LPS (3 o 24h). Se indica la media + SEM de 4-5 donantes
independientes (* p < 0.05, t-Student).

MTX y PMX regulan la expresion de CD14 en macréfagos

A nivel molecular, el fenémeno de TE en macréfagos se asocia a una disminucién en la expresion del
receptor TLR4 139164 y en |inea con esta modulacidn, los resultados de RNAseq de GM-M@ y PMX GM-
M@ mostraron que la expresidn de TLR4 disminuyd significativamente en presencia de PMX respecto
a las células sin tratar (Figura 50A). Este resultado se validé en muestras adicionales (Figura 50B),
donde la expresidon del mRNA de TLR4 disminuyd significativamente con el tratamiento de PMX. Sin
embargo, no hubo variaciones en la expresién de TLR4 a nivel de proteina entre GM-M@ y PMX GM-
M@ (Figura 50C). Ademas de la asociacién de la TE en macréfagos con defectos en la sefializacion de
TLR4, tanto nivel del propio receptor como de moléculas adaptadoras de sefalizacién y factores de
transcripcion, también se ha descrito un papel relevante de moléculas inhibitorias de la ruta de TLR4

125



Resultados

a diferentes niveles 1°185186 En este contexto, con el objetivo de identificar genes y/o proteinas
responsables del efecto pro-tolerante de PMX se determind si, al igual que MTX 8, PMX modulaba
la expresidn de TNFAIP3. Los datos del RNAseq indicaron que los niveles de expresidn génica TNFAIP3
eran significativamente mayores en presencia del farmaco que en GM-M@ (Figura 50D). Este
resultado se validé en muestras adicionales (Figura 50E), en las que PMX aumenta significativamente
la expresién del mRNA de TNFAIP3. Sin embargo, al igual que TLR4 los niveles de expresidn a nivel
de proteina no cambiaron significativamente entre GM-M@ y PMX GM-M@ (Figura 50F). Por lo tanto,
PMX regula la expresion del mRNA de TNFAIP3 y TLR4 pero estos cambios no se reflejan a nivel de
proteina.
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Figura 50. PMX regula la expresion del mRNA de TNFAIP3 y TLR4. (A, D) Expresién del mRNA indicada como valor RSEM de
TLR4 (adjp=107) (A) y TNFAIP3 (adjp=103*) (D) determinados por RNAseq en GM-M@ generados en ausencia (-) o presencia (+) de
PMX (50 nM). (B, E) Expresién relativa del mRNA de TLR4 (B) y TNFAIP3 (E) determinados por RT-gPCR en GM-M@ generados
ausencia (-) o presencia (+) de PMX. Cada punto representa la medida de los macréfagos tratados (+) o no (-) con PMX de un donante
independiente. Los resultados se muestran como la expresion relativa que indica la deteccién de cada mRNA en cada muestra en relacion
con la expresion del gen de referencia TBP. Se indica la media * SEM de 7-11 donantes independientes (** p < 0.01, *** p < 0.001, t-
Student). (C) Expresién de TLR4 en membrana determinada mediante citometria de flujo en GM-M@ y PMX GM-M@. Se muestra la
fluorescencia de las células en presencia de anticuerpo control (histograma gris) y de TLR4 (histograma vacio). Se indica el porcentaje
de células positivas y la intensidad media de fluorescencia (entre paréntesis) de un experimento representativos de 8. (F) Analisis de
Immunoblot de A20 en GM-M@ generados ausencia (-) o presencia (+) de PMX de 4 donantes independientes (#1, #2, #3 y #4). Se

indica el peso molecular (kDa) y se muestra la cuantificacién de los niveles de proteina por Western blot relativizados con respecto
al control de carga (GAPDH).

Siguiendo el contexto de la ruta de sefalizaciéon de TLR4, y partir de los resultados de
RNAseq, se identificd que PMX GM-M@ expresaban niveles menores de mRNA de CD14 que GM-M@
(Figura 51A), correceptor de TLR4 que media la sefializacién de LPS 373, Este resultado se confirmé
en preparaciones de macréfagos adicionales (Figura 51B), en las que se detectd que la expresion
relativa del mRNA de CD14 es menor tras el tratamiento con PMX. Dado que CD14,
preestimuladoscorreceptor de TLR2 y TLR4 374, es una proteina unida a la membrana por
glicosilfosfatidilinositol (GPl) que se expresa en la membrana plasmatica (mCD14) y también en
forma soluble (sCD14) 37>, se analizaron los niveles de expresidn tanto en membrana, mediante
citometria de flujo, como en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA. PMX GM-M@ mostraron
menor expresion de mCD14 que GM-M@ (Figura 51C). Los cambios de expresién de mCD14 inducidos
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por PMX resultaron ser donante-dependiente ya que, en algunos donantes, los macréfagos
expuestos al farmaco presentaron dos poblaciones con diferente expresion de mCD14 en superficie,
una con menor expresion y otra con igual expresiéon que GM-M@ (Figura 51C #1), mientras que en
otros PMX disminuyd la expresion de mCD14 en una Unica poblacién en su totalidad (Figura 51C #2).
Especificamente, el porcentaje de células CD14* disminuyé de un 87% (GM-M@) a un 50% (PMX GM-
M@) (Figura 51C #1) y de un 58% (GM-M@) a su totalidad (Figura 51C #2). Respecto a la forma soluble
de CD14 (sCD14), se cuantificd su concentracién en el sobrenadante de GM-M@ tratados o no con
PMX. La concentracion de sCD14 resultd significativamente menor en el sobrenadante de PMX GM-
M@ que en GM-M@ (Figura 51D). Ademads, la reduccion de la expresiéon de mCD14 y de sCD14
inducida por PMX se revirtié totalmente en presencia de acido folinico (Figura 51E y 51F), lo que
indica que el efecto de la disminucion de CD14 inducido por PMX en macréfagos GM-M@ estd
mediado por el bloqueo del OCM.
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Figura 51. PMX regula la expresién de CD14 en GM-M@. (A) Expresion del mRNA indicada como valor RSEM de CD14 en GM-
M@ generados en ausencia (-) o presencia (+) de PMX (50 nM) (adjp=10"). (B) Expresion relativa del mRNA de CD14 determinados
por RT-qgPCR en GM-M@ generados ausencia (-) o presencia (+) de PMX. Cada punto representa la medida de los macréfagos tratados
(+) 0 no (-) con PMX de un donante independiente. Los resultados se muestran como la expresion relativa que indica la deteccién de
cada mRNA en cada muestra en relacion con la expresion del gen de referencia TBP. Se indica la media + SEM de 11 donantes
independientes (" p < 0.001, t-Student). (C) Expresién de CD14 en membrana determinada mediante citometria de flujo en GM-M@
y PMX GM-M@. Se muestra la fluorescencia de las células en presencia de anticuerpo control (histograma gris) y de CD14 (histograma
vacio). Se indica el porcentaje de células positivas y la intensidad media de fluorescencia (entre paréntesis) de dos donantes
representativos (#1, #2) de 8. (D, E) Expresiéon de sCD14 determinada mediante ELISA en el sobrenadante de cultivo de GM-M@
generados ausencia (-) o presencia (+) de PMX (D), 4cido folinico (5uM, FolAc) o ambos (E). En D se indica la media + SEM de 12
donantes independientes (™" p <0.001, t-Student) (D) y en E de 6 donantes independientes ("p<0.05, " p<0.01, ANOVA). (F) Expresidn
de CD14 en membrana determinada mediante citometria de flujo en GM-M@ generados ausencia (histograma gris) o presencia de

PMX (histograma vacio, linea negra) o PMX y acido folinico (histograma vacio, linea discontinua). Se muestra un experimento
representativo de 5.

Las formas poliglutamiladas de PMX (PMX-Pgl) inhiben con menor Ki que la forma nativa las
enzimas implicadas en el metabolismo del folato, entre ellas la timidilado sintasa (TS). Y, en este
contexto, estudios anteriores del grupo han demostrado como la inhibicion de la TS resulta clave en
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la modulacién funcional de GM-M@ por MTX %1, Para determinar si los cambios de expresion génica
en CD14 inducidos por PMX dependian de la inhibicidn de la TS, se analizé el efecto de la expresion
del mRNA de CD14 tras el silenciamiento de la expresién del gen de la timidilato sintasa (TYMS) con
un siRNA especifico (siTYMS) en macréfagos GM-M@ tratados o no con PMX (Figura 52A-C). Los
resultados muestran por un lado que el silenciamiento de TYMS disminuye la expresion del mRNA
de CD14 en GM-M@ vy, por otro, que la bajada en la expresién del mRNA de CD14 inducida por PMX
también se produce al silenciar TYMS (Figura 52C), lo que indica que la regulacién de CD14 por PMX
en GM-M@ depende de la expresion de la enzima TS.

Scr
8h CcD14
GM-M B C
A 5 dias v @ TYMS *
GM-CSF 8 . )

scr 30
PMX GM-M@

48h
PMX 20

Monocito 8h SiTYMS

cD14% 5 dias GM-M@ 10

Expresion relativa mRNA
Expresion relativa mRNA

SiTYMS sor SITYMS PMx -+ - =

PMX GM-M@ sr *oov -
- iTYMS _ _
48h SI + -+

PMX

Figura 52. La regulacion de la expresion de CD14 por PMX depende de la enzima timidilato sintasa. (A) Representacion
esquematica del disefio experimental. Monocitos CD14"* se diferenciaron durante 5 dias a macréfagos con GM-CSF, se transfectaron
con siRNA control (scr) o siRNA para el gen de enzima timidilato sintasa (siTYMS) y se trataron o no durante 48h con PMX. (B)
Expresion relativa del mRNA de TYMS determinada por RT-qPCR en GM-M@ tras la transfeccidn con siRNA control (scr) o siRNA para
TYMS (siTYMS) durante 48h. Se indica la media + SEM de 4 donantes independientes. Los resultados se muestran como la expresion
relativa, que indica la deteccion de cada mRNA en cada muestra en relacidn con la expresion del gen de referencia TBP (* p < 0.05, t-
Student). (C) Expresion relativa del mRNA de CD14 determinada por RT-qPCR en GM-M@ tras la transfeccion con siRNA control (scr)
o siRNA para TYMS (siTYMS) y tratados (+) o no (-) con PMX. Los resultados se muestran como la expresidn relativa, que indica la
deteccion del mRNA en cada muestra en relacion con la expresion del gen de referencia TBP. Se indica la media + SEM de 4 donantes
independientes (* p < 0.05, ANOVA).

Dado que el MTX induce un estado de tolerancia cruzada a LPS en GM-M@® 1%, para
determinar si el MTX también modulaba la expresién de CD14, se analizod su expresién en GM-M@
expuestos a MTX (MTX GM-M@) (Figura 53A). MTX GM-M@ expresaron menores niveles de CD14
MRNA y mCD14 que GM-M@ (Figura 53B y 54C) y de sCD14 en el sobrenadante de cultivo (Figura
53D). Ademas, tal y como ocurre con PMX la reduccién de la expresién de mCD14 y de sCD14
inducida por MTX se revirtio totalmente en presencia de acido folinico (Figura 53E y 53F).
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Figura 53. MTX regula la expresion de CD14 en GM-M@. (A) Representacion esquematica del disefio experimental.
Monocitos CD14* se trataron (50 nM, MTX GM-M®) o no (GM-M®@) con MTX al principio del proceso de diferenciacién a macréfagos
con GM-CSF. (B) Expresion relativa del mRNA de CD14 determinada por RT-qPCR en GM-M@ generados ausencia (-) o presencia (+)
de MTX. Los resultados se muestran como la expresion relativa que indica la deteccion del mRNA en cada muestra en relacién con la
expresion del gen de referencia TBP. Se indica la media + SEM de 6 donantes independientes (™" p < 0.001, t-Student). (C) Expresién
de CD14 en membrana determinada mediante citometria de flujo en GM-M@ y MTX GM-M@. Se muestra la fluorescencia de las
células en presencia de anticuerpo control (histograma gris) y el perfil de expresion de CD14 (histograma vacio). Se indica el
porcentaje de células positivas y la intensidad media de fluorescencia (entre paréntesis) de dos experimentos representativos (#1 y
#2) de 8 donantes independientes. (D-E) Expresion de sCD14 determinada mediante ELISA en el sobrenadante de cultivo de GM-M@
generados ausencia (-) o presencia (+) de MTX (D), acido folinico (5uM, FolAc) o ambos (E). En D se indica la media + SEM de 15
donantes independientes (""" p < 0.001, t-Student) y en E de 4 donantes independientes (*p < 0.05, ANOVA). (F) Expresién de CD14
en membrana determinada mediante citometria de flujo en GM-M@ generados en ausencia (histograma gris) o presencia de MTX
(histograma vacio, linea negra) o MTX y acido folinico (histograma vacio, linea discontinua). Se muestra un experimento
representativo de 5 donantes independientes.

Por ultimo, para comprobar si la modulacion de CD14 por MTX y PMX dependia del
estado de polarizacion de macréfagos, se analizd la expresion de CD14 en macréfagos
diferenciados en presencia de M-CSF (M-M@) expuestos 0 ho a MTX (MTX M-M@) y PMX (PMX M-
M@) (Figura 55A). El tratamiento con MTX o PMX no modificd la expresién de CD14 a nivel de mRNA
ni superficie celular en macréfagos M-M@ (Figura 54B y 54C), confirmando que la disminucion de
CD14 por ambos antifolatos es dependiente del estado de polarizacién de macréfagos.
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En conjunto, los resultados demuestran que los antifolatos MTX y PMX disminuyen la
expresiéon de CD14, tanto a nivel de mRNA como de proteina (mCD14, sCD14), en macrofagos
diferenciados con GM-CSF in vitro (GM-M@), cuyo perfil genético se asemeja a macréfagos
proinflamatorios %%°1, mientras que no modificaron la expresién de CD14 en macréfagos

diferenciados en presencia de M-CSF (M-M@), que se asemejan a macréfagos antiinflamatorios
47,91,94,96,97

La aportacidon exogena de CD14 soluble restaura la atenuacidn de la respuesta a LPS
en macrofagos tratados con PMX y MTX

La disminucién en la expresién de CD14 por PMX y MTX correlacionaba con la disminucién de la
sefializacion intracelular de TLR4 y produccién de citoquinas en respuesta a LPS en PMX GM-M@
(Figura 48 y Figura 49) y MTX GM-M@ 8 y sugeria la implicacién de CD14 en la tolerancia
cruzada inducida de ambos antifolatos a LPS. Para verificar esta hipotesis, se analizé el efecto de
la adicién de sCD14 recombinante a dos concentraciones diferentes (20 y 200 ng/ml) en la
sefializacién de TLR4 por LPS en GM-M@ y PMX GM-M@ (Figura 55A). Tal y como habiamos detectado
anteriormente (Figura 49), el PMX disminuyd la fosforilacién de p38 y JNK (Figura 55B y 55D), asi
como la degradacidn de IkBa (Figura 55C) tras la estimulacién con LPS con respecto a los macréfagos
control, fendmeno compatible con la induccidn de tolerancia a LPS. Sin embargo, la adiciéon de sCD14
aumenté la fosforilacion de p38 y JNK (Figura 55B y 55D) y la degradacién de IkBa en PMX GM-M@
(Figura 55C y 55E) en respuesta a LPS, mientras que no tuvo efecto en la activacion de p38, INK y
degradacién de IkBa en GM-M@ control. Ademas, cuando se midié la concentracién de la citoquina
IL-6 en el sobrenadante de cultivo, la adicién de sCD14 aumenté la produccion de IL-6 en respuesta
a 3h de LPS de forma dosis-dependiente en PMX GM-M@, pero no tuvo ningtn efecto aditivo en la
produccién de IL-6 en GM-M@ (Figura 55F). Estos resultados indican que sCD14 restaura, en parte,
el efecto inhibitorio de PMX sobre la expresién de proteinas implicadas en la ruta de sefalizacién de

130



Resultados

TLR4 y la produccion de IL-6 y muestran cémo CD14 media la adquisicion de un estado de tolerancia
a LPS por PMX en macrofagos.
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Figura 55. La adicion de CD14 soluble restaura la activacion de p38 y JNK, la degradacion de IkBa y la producciéon
de IL-6 en respuesta a LPS en PMX GM-M@. (A) Representacidn esquematica del disefio experimental. Monocitos CD14* sin
tratar (GM-M@) o tratados con PMX (PMX GM-M@) se diferenciaron durante 7 dias a macréfagos con GM-CSF. A dia 7 se estimularon
con LPS (10 ng/ml) y sCD14 (20-200 ng/ml) a diferentes tiempos. (B) Analisis de Immunoblot de pp38 y pJNK de GM-M@ y PMX GM-
M@ estimulados (+) o no (-) con LPS (15 min) y en ausencia (-) o presencia de 20 ng/ml (20) o 200 ng/ml (200) de sCD14. El
experimento se realizé en cuatro donantes diferentes y se muestran dos representativos (#1 y #2). La sefial de pp38 del donante #2
esta saturada para favorecer la deteccidn del carril 8 (sCD14 200 ng/ml) en PMX GM-M@. (C) Anélisis de Immunoblot de IkBa de
GM-M@ y PMX GM-M@ estimulados (+) 0 no (-) con LPS (30 min) y en ausencia (-) o presencia de 20 ng/ml (20) o 200 ng/ml (200)
de sCD14. En B, C se muestra un experimento representativo de 4 donantes independientes y se indica el peso molecular (kDa) de
cada proteina de interés. (D, E) Cuantificacién de los niveles de proteina de pp38, pJNK (D) e IkBa (E) de GM-M@ y PMX GM-M@
estimulados (+) o no (-) con LPS (15-30 min) y en ausencia (-) o presencia de 20 ng/ml (20) o 200 ng/ml (200) de sCD14 por Western
blot relativizados con respecto al control de carga (Vinculina). Se indica la media + SEM de 3-4 donantes independientes (no
significativo, t-Student). (F) Expresidn de IL-6 determinada mediante ELISA en el sobrenadante de cultivo de GM-M@ y PMX GM-M@
estimulados (+) con LPS (3h) y en ausencia (-) o presencia de 20 ng/ml (20) o 200 ng/ml (200) de sCD14. Los niveles de IL-6 de los
macréfagos sin tratar (GM-M@) se normalizaron a 1. Se indica la media + SEM de 4 donantes independientes (" p < 0.05, t-Student).

Resultados similares se observaron en macréfagos expuestos a MTX (Figura 56A). Mientras
gue MTX disminuyd la fosforilacion de p38 y JNK (Figura 56B y 56D) y la degradacion de IkBa (Figura
56C) en macréfagos GM-M@ en respuesta a LPS, la adicién de sCD14 restaurd, parcialmente, la
activacion de p38 y JNK (Figura 56B y 56D), asi como la degradacién de IkBa (Figura 56C y 56E) en
respuesta a LPS en MTX GM-M@, mientras que no tuvo efecto en macréfagos control. Globalmente,
estos resultados indican que la adquisicidn de un estado de tolerancia a LPS por los antifolatos PMX
y MTX en GM-M@ es dependiente de CD14.
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Figura 56. La adicion de CD14 soluble restaura la activacion de p38 y INK y la degradacion de IkBa en respuesta a
LPS en MTX GM-M@. (A) Representacion esquematica del disefio experimental. Monocitos CD14* sin tratar (GM-M@) o tratados
con MTX (MTX GM-M@) se diferenciaron durante 7 dias a macréfagos con GM-CSF. A dia 7 se estimularon con LPS a diferentes
tiempos en presencia de sCD14 (20-200 ng/ml). (B) Analisis de Immunoblot de pp38 y pJNK de macréfagos GM-M@ y MTX GM-M@
estimulados (+) o no (-) con LPS (15) y en ausencia (-) o presencia de 20 ng/ml (20) o 200 ng/ml (200) de sCD14. El experimento se
realiz6 en 4 donantes diferentes y se muestran 2 representativos (#1 y #2). (C) Analisis de Immunoblot de IkBa de macréfagos GM-
M@ y MTX GM-M@ estimulados (+) o no (-) con LPS (15 min) y en ausencia (-) o presencia de 20 ng/ml (20) o 200 ng/ml (200) de
sCD14. En B, C se muestra un experimento representativo de 3 donantes independientes y se indica el peso molecular (kDa) de cada
proteina de interés. (D, E) Cuantificacion de los niveles de proteina de pp38, pJNK (D) e IkBa (E) de macréfagos GM-M@ y MTX GM-
M@ estimulados (+) o no (-) con LPS (15 min) y en ausencia (-) o presencia de 20 ng/ml (20) o 200 ng/ml (200) de sCD14 por Western
blot relativizados con respecto al control de carga (Vinculina). Se indica la media + SEM de 3 donantes independientes (no
significativo, t-Student).

La concentracion de CD14 soluble es menor en el plasma de pacientes con artritis
reumatoide tras el tratamiento con MTX

Aungue ambos antifolatos, PMX y MTX, disminuyen la expresién de CD14 en macrdéfagos, solo el MTX
a dosis bajas se emplea como farmaco de referencia para el tratamiento de artritis reumatoide (AR)
237,238 para evaluar la relevancia fisiopatoldgica de la regulacién de CD14 por MTX, se cuantificaron
los niveles de sCD14 en el plasma de pacientes con AR (cohorte de inicio) a nivel basal (antes del

tratamiento) y a los seis meses de iniciar la terapia con MTX (15-25 mg/semana) y dosis bajas de
prednisona (Figura 57A). Este estudio se realizd en colaboracidén con la Dra. M2 Eugenia Miranda
Carus del Servicio de Reumatologia del Hospital La Paz-/dIPaz. La muestra de sangre periférica se
obtuvo de diez pacientes con AR de reciente comienzo que cumplian con los criterios de clasificacién
revisados por ACR (American College of Rheumatology) en 2010 2%, Los pacientes incluidos fueron
clinicamente respondedores a la terapia con MTX por lo que el tratamiento con prednisona se
interrumpid por lo menos un mes antes de la segunda determinacién de los niveles de sCD14.
Aquellos pacientes que necesitaron terapia continua con prednisona no se incluyeron en el estudio
con el objetivo de eliminar las posibles interferencias de este farmaco inmunoregulador con los
resultados. Los datos clinicos, demograficos y seroldgicos de los pacientes con AR que componen la
cohorte de inicio se muestran en la Tabla 13. La concentracion de sCD14 plasmatica fue
significativamente menor a los 6 meses de tratamiento con MTX (Figura 57B) y la concentracién de
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sCD14 correlaciond positivamente con la actividad de la enfermedad medida con el DAS28 (Disease
Activity Score 28) 3% (r=0.5169, p=0.019) (Figura 57C y 57E) y la proteina C reactiva (PCR) (r=0.631,
p=0.003) (Figura 57D y 57F). Estos resultados muestran que la expresién de sCD14 es menor tras 6
meses de tratamiento con MTX en pacientes con AR respondedores a MTX.

COHORTE DE INICIO
Tabla 13. Datos clinicos, demograficos y serolégicos

GEEPE S de la cohorte de inicio. Esta cohorte incluye a
(n=10) pacientes con AR de reciente comienzo
Sexo femenino: n (%) 6 (60) respondedores a MTX (n=10). Se indican los
T —— T parametros sexo, edad, FR (factor reumatoide), ACPA
ad; p30 [p25-p73] 0 (44.25-71.25) (anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados), DAS28
FR positivo; n (%) 6 (60) (actividad de la enfermedad mediada en 28
ACPA positivo; n (%) 1(10) articulaciones, Disease Activity Score 28), HAQ
DAS28; p50 [p25-p75] 4.97 (3.79-5.56) (cuest}onan.o de d|.scapaC|dad, Health Assessment
Questionnaire) y dosis de MTX. Los datos se expresan
HAQ; p50 [p25-p75] 1.02 (0.67-1.67) como porcentaje y mediana (p50) y rango
Dosis MTX (mg); p50 [p25-p75] 17.5 (15-20) intercuartilico (p25-p75).
Paciente AR
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5] MTX
B sCD14 C  pas2s D pcr
tsmmasen Respondedor | . "1 =
a MTX
1500 —
10
= =
%,1000 ‘Ea
o
Basal 6 meses tratamiento 5- e
500
& L
/ / 0 0
o, ° Basal 6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses
' H rH- MTX MTX MTX
sCD14 sCD14
en plasma en plasma
E F
20007 o 5160 20000 pes
_ pe0019 o ~ p=0.003 . ®
£ 1500 - E 15001 —
£ . ./ ® o0 ED . /..».f/
o '/‘,j/i/‘ . g ] I Sy
o - L] E — ®
© 1000 © 1000
L . 7} .
L J [ )
500 T T T 1 500 T 1
0 2 4 6 8 0 5 10 15
DAS28 PCR (mgiL)

Figura 57. La concentracion de CD14 soluble es menor en el plasma de pacientes con AR tras 6 meses de tratamiento
con MTX. (A) Disefio experimental de la cohorte de inicio. Se analizé la concentracion de sCD14 en plasma de pacientes con AR en
la visita inicial (basal) y a los 6 meses del tratamiento con MTX (15-25 mg/semana). La cohorte de inicio consta de 10 pacientes con
AR de reciente comienzo respondedores a MTX. (B-D) Concentracion de sCD14 (ng/ml) en plasma determinados por ELISA (B), valor
DAS28 (Disease Activity Score), actividad de la enfermedad estimada con 28 articulaciones (C) y concentracién PCR (proteina C
reactiva) (ng/L) (D) de la cohorte de inicio en la visita inicial (basal) y tras la terapia con MTX (6 meses) (** p <0.01, test Wilcoxon).
(E-F) Correlacidn entre los niveles de concentracién de sCD14 en plasma (ng/ml) y la actividad de la enfermedad medida con DAS28
(E) o PCR (F) de la cohorte de inicio antes y después del tratamiento con MTX (* p < 0.05, ** p < 0.01, correlacién de Spearman dos-
colas).
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La concentracion de CD14 soluble es menor en el suero de pacientes con artritis
reumatoide respondedores a MTX que en no respondedores a MTX

Con el objetivo de validar los resultados anteriores, se analizaron los niveles séricos de sCD14 en otra
poblacién con AR de reciente comienzo con un mayor nimero de pacientes (cohorte de validacidn)

pertenecientes a la cohorte estudio PEARL (Princesa Early Arthritis Register Longitudinal). Este
estudio se realizé en colaboracién con el Dr. Isidoro Gonzalez-Alvaro del Servicio de Reumatologia
del Hospital Universitario La Princesa. Esta poblacién incluye a pacientes respondedores y no
respondedores a MTX en monoterapia clasificados en base a los criterios previamente descritos (ver
Materiales y métodos, apartado 1.2.2). Los datos clinicos, demograficos y seroldgicos de los
pacientes que componen la cohorte de validaciéon se muestran en la Tabla 14. Asimismo, los datos
demograficos de los controles sanos se muestran en la Tabla 15.

COHORTE DE VALIDACION

Respondedores No respondedores p-valor
(n=23) (n=10)

Sexo femenino; n (%) 20 (86.96) 9 (90) 1

Edad; p50 [p25-p75] 56.57 (42.69-67 48) 59,66 (53.62-76.84) 022
FR positivo; n (%) 14 (60.87) 7 (70) 0.46
ACPA positivo; n (%) 11 (47.83) 6 (60) 0.39
DAS28; p50 [p25-p75] 4.90 (4.07-5.81) 4.11 (3.46-5.09) 0.12
HAQ; p50 [p25-p75] 1.37 (0.87-1.75) 0.87 (0.5-1.75) 0.32
Dosis MTX (mg); p50 [p25-p75] 15 (15-20) 15 (12.5-15) 0.27

Tabla 14. Datos clinicos, demograficos y seroldgicos de los pacientes con artritis reumatoide de la cohorte de
validacidn. Esta cohorte incluye a pacientes con AR respondedores (n=23) y no respondedores (n=10) a MTX en régimen de
monoterapia. Se indican los pardmetros sexo, edad, FR (factor reumatoide), ACPA (anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados),
DAS28 (actividad de la enfermedad mediada en 28 articulaciones, Disease Activity Score 28), HAQ (cuestionario de discapacidad,
Health Assessment Questionnaire) y dosis de MTX. Los datos se expresan como porcentaje y mediana (p50) y rango intercuartilico
(p25-p75). Se indica el p-valor en cada caso (Mann-Whitney).

COHORTE DE VALIDACION

Controles sanos

Sexo femening; n (%) 3(:(:?5) Tabla 15. Datos demogréficos de los controles sanos de la

’ : cohorte de validacion. Esta cohorte incluye a 40 donantes sanos
Sexo masculino; n (%) 3(7.5) como controles. Se indican los pardmetros sexo y edad como
Edad; p50 [p25-p75] 53 (44.81-63.78) porcentaje y mediana (p50) y rango intercuartilico (p25-p75).

Se determinaron los niveles séricos de sCD14 en la visita basal (antes del tratamiento) y a los
6 meses de iniciar el tratamiento con MTX en monoterapia (15-25 mg/semana) (Figura 58A). En los
pacientes respondedores a MTX (n=23), se observé una disminucion significativa de los niveles
séricos de sCD14 entre la medicién basal y los 6 meses tras la instauracion del tratamiento con MTX
(Figura 58B). Los niveles de actividad de la enfermedad medidos por el DAS28 en pacientes
respondedores a la terapia disminuyeron a los 6 meses tras la instauracion del tratamiento (Figura
58C) y, a su vez, la actividad correlacioné positivamente con los niveles de sCD14 en suero (r=0.3951,
p=0.0096) (Figura 58D), validandose asi los resultados obtenidos en la cohorte de inicio. Sin embargo,
en los pacientes no respondedores a la terapia con MTX (n=10) no hubo variaciones en los niveles
séricos de sCD14 entre la visita inicial y los 6 meses del tratamiento con MTX (Figura 58E). Por otro
lado, la concentracién basal de sCD14 fue significativamente mayor en pacientes respondedores que
en no respondedores a MTX, que resultaron ser similares a los obtenidos del suero de donantes
sanos (pareados por edad y sexo, n=40) (Figura 58F). En linea con estos resultados, se calculé la
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diferencia entre los niveles séricos de sCD14 finales (tras los primeros 6 meses de tratamiento con
MTX) y los niveles basales y esta nueva variable se denomindé AsCD14. El AsCD14 resultd ser
significativamente mayor en los pacientes respondedores a MTX que en no respondedores (Figura
58G).
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Figura 58. La concentracion de CD14 soluble es menor en el suero de pacientes con artritis reumatoide
respondedores a MTX que en no respondedores a MTX. (A) Disefio experimental de la cohorte de validacién. Se analizé la
concentracién de sCD14 en suero de donantes sanos (controles, n=40) a nivel basal y de pacientes con AR de reciente comienzo,
respondedores (n=23) o no (n=10) a MTX en la visita inicial (basal) y a los 6 meses de iniciar tratamiento con MTX (15-25 mg/semana).
(B, E) Concentracion de sCD14 (ng/ml) en suero determinados por ELISA de los pacientes con AR de la cohorte de validacion en la
visita inicial (basal) y tras la terapia con MTX (6 meses). Se muestra la medida en pacientes respondedores a MTX (B) y en pacientes
no respondedores a MTX (E). (C) Valor DAS28 (Disease Activity Score) en los pacientes con AR respondedores a MTX en la visita
inicial (basal) y tras la terapia con MTX (6 meses). En B, C, E ** p < 0.01, **** p < 0.0001, test Wilcoxon. (D) Correlacion entre los
niveles de sCD14 en suero (ng/ml) y la actividad de la enfermedad medida con DAS28 en los pacientes con AR respondedores a MTX
antes y después del tratamiento con MTX (** p < 0.01, correlacién de Spearman dos-colas). (F) Concentracion de sCD14 (ng/ml) en
suero en donantes sanos (blanco), pacientes con AR no respondedores (gris claro) y respondedores a MTX (gris oscuro) en la visita
inicial (basal) (* p < 0.05, ** p < 0.01, Kruskal-Wallis). (G) Variacién entre la concentracién de sCD14 basal y tras 6 meses de
tratamiento con MTX (AsCD14) en pacientes con AR no respondedores y respondedores a MTX (* p < 0.05, ** p < 0.01, Mann-
Whitney). Los datos en F-G se muestran como rango intercuartilico (p75 borde superior del cuadro, p25 borde inferior, p50 linea
media) asi como p95 (linea arriba del cuadro) y p5 (linea abajo).
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A continuacidn, con el objetivo de evaluar la capacidad de los niveles basales sCD14 (ng/ml)

y/o del AsCD14 para discriminar entre pacientes respondedores y no respondedores al tratamiento

con MTX, se realizé un andlisis de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). El analisis de curvas
ROC determind que valores de sCD14 basal en torno a 2460 ng/ml (78% sensibilidad, 70%
especificidad, AUC=0.75) y de AsCD14 en torno a 188 ng/ml (83% sensibilidad, 70% especificidad,
AUC=0.81) son capaces de discriminar entre pacientes respondedores y no respondedores a MTX.
Aunque el AUC de AsCD14 (AUC=0.81) resulto ser ligeramente superior que la de sCD14 basal (ng/ml)
(AUC=0.75) (Figura 59A), estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas. En base a

esos puntos de corte (sCD14 basal: 2460 ng/ml y AsCD14: 188 ng/ml) se calcularon las odds ratio

(OR) frente a la variable respuesta. En el caso de tener niveles de sCD14 basal superiores a 2460

ng/ml, la probabilidad de ser respondedor a la terapia con MTX aumentd 8.4 (p=0.0126) y en el caso

de tener niveles AsCD14 superiores a 188 ng/ml, la probabilidad de ser respondedor a MTX aumenté

11.1 (p=0.0059) (Figura 59B).
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OR (IC 95%) p-valor
Sexo femenino 0.11 (0.005-2.37) 0.16
Edad (afios) 0.93 (0.85-1.01) 0.1
Niveles basales sCD14 (ng/ml) altos  25.49 (2.22-291.90) 0.009
DAS28 2.11 (0.92-4.84) 0.076
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OR (IC 95%) p-valor
Sexo femenino 0.59 (0.03-9.58) 0.71
Edad (afios) 0.96 (0.89-1.03) 0.31
Disminucién AsCD14 40.35 (3.02-537.38) 0.005
DAS28 2.86 (1.15-7.12) 0.02

Figura 59. Analisis de la capacidad de las variables
sCD14 basal (ng/ml) y AsCD14 para discriminar
entre pacientes con artritis reumatoide
respondedores o no a MTX. (A) Representacién del
analisis de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)
de las variables niveles basales sCD14 (ng/ml) (linea
puntos azules) o disminucion de AsCD14 (linea de puntos
rojos). Se representa la sensibilidad frente a 1-
especificidad. Se indica el area bajo la curva (AUC) de
sCD14 basal y AsCD14, el intervalo de confianza al 95%
(entre paréntesis) y los puntos de corte para cada
variable. (B) Comparacion entre el porcentaje de
pacientes con AR respondedores a MTX con niveles
basales de sCD14 altos (blanco, izquierda) frente a niveles
basales de sCD14 bajos (negro, izquierda) y entre el
porcentaje de pacientes con una disminucién relevante
de AsCD14 (blanco, derecha) frente a una baja
disminucion AsCD14 (negro, derecha). Se indican las odds
ratio (OR) y el intervalo de confianza al 95% (entre
paréntesis) estimados con el comando cs de Stata 14.1y
el nivel de significancia con la prueba exacta de Fisher (*
p <0.05, ** p < 0.01). (C) Tabla que representa el analisis
de regresion logistica multivariable para estimar la
relacion entre la concentracion basal sCD14 altos (ng/ml)
en suero o disminucion de AsCD14 y la respuesta a MTX
en pacientes con AR. Como variables independientes se
incluyen sexo, edad y niveles basales de DAS28 y se
incluyen, ademas, las variables niveles basales sCD14
(ng/ml) altos en suero o disminucién de AsCD14 con las
odds ratio (OR) e intervalo de confianza al 95% (IC 95%)
ajustado en base a edad, sexo y niveles basales DAS28. Se
indica el p-valor en cada caso, siendo * p <0.05, ** p <
0.01y *** p <0.001.
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Por ultimo, para evaluar con mayor precisién la capacidad de los niveles séricos basales de
sCD14 para discriminar entre pacientes respondedores o no a MTX, se realizd un analisis de regresion
logistica multivariable en el que se empled como variable dependiente la respuesta a MTX y como
variables independientes se incluyeron variables que influyen en la respuesta a MTX tales como
edad, sexo y niveles basales de DAS28. En cada modelo se incluyeron las variables sCD14 basal
(ng/ml) o AsCD14 para determinar sus respectivos odds ratio ajustados por edad, sexo y niveles
basales de DAS28. La odds ratio con un intervalo de confianza del 95% (IC 95%) para sCD14 basal alta
se incremento significativamente a 25.49 (p=0.009) y para la disminucién de AsCD14 se incrementé
significativamente a 40.35 (p=0.005) (Figura 59C). En conjunto, estos resultados indican que la
determinacidn de los niveles de sCD14 podria ser una herramienta util en la practica clinica diaria
para predecir de forma muy significativa la respuesta a MTX en pacientes con artritis reumatoide.
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CAPITULO 111

Expresion de GM-CSF v polarizacion de
macrofagos en artritis indiferenciada
persistente y en evolucion






Resultados

Un afio después del diagndstico de artritis indiferenciada (Al) los pacientes pueden evolucionar a un
diagndstico de artritis reumatoide (AR, 30% de los pacientes), espondiloartritis periférica (EA),
generalmente artritis psoriasica (APs, 7-15%)%%® o mantenerse en Al (Al persistente, 20-60%) 2%*. A
pesar de las diferencias patoldgicas entre AR y APs, la composicion y distribuciéon estructural de los
infiltrados celulares en su sinovitis resulta muy similar 3*2 y el niumero de macréfagos en el tejido
sinovial de ambas patologias se asocia con el grado de actividad de la enfermedad y la respuesta a
tratamiento 312:322350-352 | os macréfagos de la membrana y del liquido sinovial de pacientes con AR
muestran un perfil de polarizacidn similar al de macréfagos diferenciados in vitro en presencia de
GM-CSF (GM-M@) *°. GM-CSF acttia como mediador de inflamacidn tisular °%7283197 desarrolla un
papel clave en el inicio, desarrollo y progresion de la artritis 7>19%110 y promueve la adquisicién de un
perfil de expresidn génica en macrdfagos in vitro que incluye un conjunto de genes proinflamatorios
6991 cuya presencia caracteriza a los macréfagos inmunoestimuladores y antitumorales. Aunque se
ha descrito como la mayor parte de los macréfagos presentes en el tejido sinovial de AR presentan
un estado de polarizacion dependiente de GM-CSF, la distribucién de la polarizacién de macréfagos
y su relevancia clinica en la sinovitis inflamatoria crénica no esta del todo definida. En este contexto,
con el objetivo de identificar posibles biomarcadores para un diagndstico y clasificacién temprana
de Al, y dada la implicacidon patoldgica de GM-CSF en el desarrollo y progresion de la artritis
inflamatoria 114120, se analiz6 la expresién de GM-CSF, asi como, la polarizacion y densidad de
macrofagos en el tejido sinovial de cinco grupos experimentales de pacientes con diferentes fases
de artritis inflamatorias: artritis indiferenciada persistente (Al), artritis indiferenciada con evolucion
a artritis reumatoide (AI-AR) o a artritis psoriasica (Al-APs), artritis reumatoide (AR) vy artritis
psoriasica (APs).

Las caracteristicas clinicas, demograficas y seroldgicas de los pacientes incluidos en el
estudio se muestran en la Tabla 16. Los pacientes con AI-AR (n=8) presentaron significativamente
menor numero de articulaciones tumefactas (NAT) y dolorosas (NAD), menor actividad de la
enfermedad (DAS28 basal) y una duracién desde el inicio de la enfermedad hasta la obtencion de la
biopsia sinovial menor que los pacientes con AR (n=12). Los pacientes con Al-APs (n=9) eran
significativamente mas jévenes que pacientes con APs (n=10) y presentaron menor duracion de la
enfermedad desde su inicio hasta la obtencién de la biopsia sinovial y hasta que se incluyeron en el
estudio. Ademas, el niUmero de pacientes en tratamiento con FAMEsc (mayoritariamente MTX) en el
momento de la artroscopia, fue mayor en Al-APs que en APs. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la cuantificacion de los titulos RF y/o ACPA entre las fases en evolucion y
establecidas (AI-AR vs. AR y AI-APs vs. APs). La comparacién entre ambas fases de artritis
indiferenciadas en evolucién (AI-AR y AI-APs) mostré que los pacientes con AI-AR tenian
significativamente mayor nimero de NAD y mayores niveles de FR y/o ACPA que los pacientes con
Al-APs.
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DATOS CLIiNICOS, DEMOGRAFICOS Y SEROLOGICOS

Resultados

Al Al-AR AR Al-APs APs
(n=16) (n=8) (n=12) (n=9) (n=10)
Sexo femenino; n (%) 5 (31) 3(38) 3 (25) 5 (56) 8 (80)
Edad (afios) 57 (40-65) 56 (42-71) 58 (52-71) 44 (35-49) 53 (48-62)
DTN i TS 30 (21-37) 13 (6-51) 104 (73-202) 6 (3-30) 129 (45-265)
hasta biopsia sinovial (meses)
iizgii:sit?:;odr;:::vo (meses) 32(11-59) 1057) NA 1052) NA
Duracién enfermedad (meses) 60 (36-97) 34 (7-57) 28 (10-82) 6 (4-36) 25 (12-56)
NAT 1(1-2) 2(1-9) 11 (4-19) 1(1-2) 1(1-1)
NAD 1(1-2) 3 (2-5) 19 (4-25) 1(1-2) 1(1-1)
PCR basal (mg/dl) 1.34 (0.57-2.53) 2.46 (0.51-3.12) 4.45 (1.20-10.10) 1.70 (0.39-8.23) 3.55 (0.64-7.87)
VSG basal (mm/h) 17 (7-32) 34 (20-67) 49 (22-69) 30 (12-40) 8 (5-41)
DAS28 basal (VSG) 3.34 (2.68-3.82) 4.40 (3.43-5.39) 5.84 (4.88-7.59) 3.73 (2.85-4.17) 3.13 (2.27-4.24)
FR y/o ACPA n (%) 0 4 (50) 9(75) 0 0
FAMEScC (%) 7 (44) 2 (25) 6 (50) 6 (67) 2 (20)
Al-AR vs. Al-APs AlI-AR vs. AR Al-APs vs. APs
p-valor p-valor p-valor
Sexo femenino; n(%) 0.457 0.550 0.252
Edad (afios) 0.102 0.643 0.024
E:srta: il:()”ir;:sri];e;ﬂis;clj (meses) 0289 0.002 0.003
jizg:g;lt(ia:;odz:?taivo (meses) 0847 NA NA
Duracién enfermedad (meses) 0177 0.671 0.060
NAT 0.141 0.033 0.850
NAD 0.009 0.015 0.633
PCR basal (mg/dl) 0.630 0.117 0.744
VSG basal (mm/h) 0.499 0.589 0.204
DAS28 basal (VSG) 0.102 0.039 0.391
FR y/o ACPA n (%) 0.006 0.710 =
FAMEsc n (%) 0.205 0.667 0.004

Tabla 16. Datos clinicos, demograficos y seroldgicos de los pacientes incluidos en el estudio. El estudio se compone
cinco grupos experimentales de artritis inflamatoria: artritis indiferenciada persistente (Al, n=16), artritis indiferenciada con
evolucién a artritis reumatoide (AI-AR, n=8), artritis indiferenciada con evolucién a artritis psoridsica (Al-APs, n=9), artritis
reumatoide (AR, n=12) y artritis psoridsica (APs, n=10). Se indican los parametros NAT (nimero de articulaciones tumefactas), NAD
(nimero de articulaciones dolorosas), PCR (proteina C reactiva) basal, VSG (velocidad de sedimentacidn globular) basal, DAS28
(actividad de la enfermedad mediada en 28 articulaciones, Disease Activity Score 28) basal, FR (factor reumatoide), ACPA
(anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados), FAMEsc (Farmacos modificadores de la enfermedad sintéticos convencionales),
entre otros. Los datos se expresan como mediana (p50) y rango intercuartilico (p25-p75). Se indica el p-valor en cada caso, siendo *
p <0.05, ** p < 0.01y *** p <0.001, Mann-Whitney. NA: no aplicable.

Expresion de GM-CSF en la cavidad sinovial de Al, AR y APs

Antes de comenzar el estudio, se definieron los marcadores para localizar e identificar macréfagos
en la membrana sinovial. Seleccionamos las proteinas CD163 y CD115 (M-CSFR) ya que se consideran
marcadores pan-macréfago 30376377, En el sistema experimental de macréfagos generados in vitro,
la expresion de CD163 y CD115 en la superficie celular es similar en macréfagos con perfil
proinflamatorio (GM-M@) y antiinflamatorio (M-M@) (Figura 60A). Del mismo modo, la expresion de
CD163 colocaliza en un 99.5% con la expresiéon de CD115 en la membrana sinovial de todos los grupos
experimentales del estudio (Figura 60B) y ambas proteinas delimitan el contorno celular de los
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macrdéfagos (Figura 60C), parametro muy util para su cuantificacién. Por lo tanto, a lo largo del
estudio se emplearon indistintamente anticuerpos anti-CD163 o anti-CD115 como marcadores de
macrdéfagos de la membrana sinovial tanto en condiciones homeostaticas como en inflamacién.
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Figura 60. CD115 y CD163: pan-marcadores de macréfagos en tejido sinovial. (A) Expresién de CD163 y CD115 en
membrana celular determinada mediante citometria de flujo de monocitos diferenciados durante 7 dias a macréfagos con GM-CSF
(GM-M@) o M-CSF (M-M@). Se muestra la fluorescencia de las células en presencia de anticuerpo control (histograma gris) y de
CD163 o CD115 (histograma vacio). Se indica el porcentaje de células positivas y la intensidad media de fluorescencia (entre
paréntesis) de un experimento representativo de 4 donantes independientes. (B) Expresion de CD163 y CD115 en membrana sinovial
de dos muestras independientes (negro y gris) de artritis indiferenciada persistente (Al). Cada punto representa la intensidad media
de fluorescencia (IMF) de CD115 o CD163 por célula. Se indican los valores de IMF como unidades arbitrarias (u.a.). El analisis se
llevé a cabo en muestras independientes de los grupos experimentales del estudio y se muestra un analisis representativo. (C)
Expresidon de CD163 (verde) y CD115 (rojo) en macréfagos de membrana sinovial de Al determinada mediante inmunofluorescencia.
Escala de 50 um y su ampliacion (cuadrado blanco) a 20 um. Se muestra una imagen representativa, pero se corroboré el mismo
resultado en muestras independientes de cada grupo experimental

Para llevar a cabo el estudio, se definieron previamente las areas lining o capa intima y
sublining o capa subintima de la membrana sinovial en todas las muestras de tejido sinovial. Durante
la sinovitis, la AR se caracteriza por presentar una mayor hiperplasia del lining que APs, sin embargo,
el proceso de hiperplasia y de infiltracion de macréfagos en el sublining en ambas patologias resulta
similar 339340353378 por otro lado, el nimero de macréfagos en el sublining se ha sugerido como
biomarcador de enfermedad y respuesta terapéutica en AR 312319321 En |inea con estos datos y
ante la ausencia de lining en la mayoria de las muestras de artritis indiferenciada, se seleccioné como
region de interés (ROI) de estudio el sublining (cuadrado amarillo, Figura 61A y 61B), un area
estandarizada ubicada a 50 um del lining, en todas las muestras de tejido sinovial del estudio.
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Figura 61. Seleccion del sublining como regién de interés de estudio de la membrana sinovial de los diferentes
grupos de artritis inflamatorias. (A, B) Imégenes de inmunofluorescencia del tejido sinovial de artritis indiferenciada persistente
(Al) (A) y artritis reumatoide (AR) (B) obtenidas mediante microscopia confocal empleando los anticuerpos especificos anti-CD90 y
anti-FAP (blanco), anti-activina A (verde) y anti-CD163 (rojo). Se empled DAPI (azul) para determinar los nucleos celulares. Se indican
las capas de la membrana sinovial lining y sublining. La region de interés de estudio fue el sublining (cuadrado amarillo), un area
estandarizada ubicada a 50 um del lining.

Dado el papel que tiene la citoquina GM-CSF en la patologia de AR 110111115 ge determind
su expresion en la membrana sinovial de pacientes con Al, Al-RA, AR, Al-APs y APs. Como control se
empled la membrana sinovial de articulacién sana (MSS) sin inflamacién. El andlisis de
inmunofluorescencia reveld la expresion de GM-CSF en células CD90* y CD90* FAP* (endotelio
activado y fibroblastos, puntas de flecha) y en macréfagos CD163* (flechas) (Figura 62A) del estroma
sinovial de todos los grupos artritis. No se detectd expresion de GM-CSF en linfocitos T CD3* (Figura
62B), ni en células endoteliales CD90", fibroblastos CD90* FAP* 0 macréfagos CD163* de MSS. Estos
resultados indican que fibroblastos CD90* FAP*, células endoteliales CD90*y macréfagos CD163* del
sublining son las fuentes celulares de expresion de GM-CSF en la membrana sinovial de Al en
evolucién (AI-AR y AI-APs) y en fases establecidas (Al persistente, AR y APs). A continuacion, se
cuantifico la expresion de GM-CSF en muestras pareadas de liquido sinovial. A excepcion de cuatro
muestras de pacientes con Al persistente y una muestra de Al-APs, los niveles de expresidon de GM-
CSF en liquido sinovial resultaron indetectables (Figura 62C).
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Figura 62. Expresion de GM-CSF en artritis en
diferentes fases de evolucion y artritis
establecida. (A) Imagenes de inmunofluorescencia
de membrana sinovial sana (MSS) y membrana
sinovial de artritis indiferenciada persistente (Al),
artritis indiferenciada con evolucién a artritis
reumatoide (AI-RA), artritis reumatoide (AR), artritis
indiferenciada con evolucidn a artritis psoriasica (Al-
APs) y artritis psoridsica (APs) obtenidas mediante
microscopia confocal empleando los anticuerpos
especificos anti-CD90 y anti-FAP (rojo, bloque
izquierda), anti-CD163 (rojo, bloque derecha) y anti-
GM-CSF (verde). Se indican las células CD90*y CD90*
FAP* (endotelio activado y fibroblastos, puntas de
flecha) y macrofagos CD163* (flecha). (B) Imagen de
inmunofluorescencia de tejido sinovial de Al
obtenida mediante microscopia confocal empleando
los anticuerpos especificos anti-CD3 (verde) y anti-
GM-CSF (rojo). (A, B) Se empleé DAPI (azul) para
determinar los nucleos celulares. Escala de 50 um. La
deteccion de anticuerpos se realizd en muestras
independientes de cada grupo experimental: MSS
(n=6), Al (n=16), AI-AR (n=8), AR (n=12), Al-APs (n=9)
y APs (n=10) y se muestra una imagen representativa
de cada grupo. (C) Concentracion de GM-CSF (pg/ml)
determinada mediante ELISA en el liquido sinovial de
muestras pareadas de pacientes con Al (n=12), AI-AR
(n=9), AR (n=9), AI-APs (n=7) y APs (n=9). Los puntos
representan la concentracion de GM-CSF (pg/ml) de
cada muestra independiente por grupo experimental.
Se representa la media + SEM de cada grupo (no
significativo, Kruskal-Wallis).
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La concentracion de activina A es mayor en el liquido sinovial de pacientes con Al-AR
que en Al persistente

La activina A juega un papel clave en la fase inicial del proceso inflamatorio % y contribuye a la
polarizacién de macréfagos por GM-CSF L. Se cuantificd la concentracién de activina A en el liquido
sinovial de pacientes con Al, Al-AR, AR, Al-APs y APs. Al contrario que la expresién de GM-CSF, se
detectd expresién de activina A en todos los grupos experimentales y resulté mayor en Al-AR y AR
que en el resto de las patologias (Figura 63A y 63B). Ademas, aunque la expresién de activina A
resultd ser paciente-dependiente (rango de concentracién entre 0.2-72 ng/ml) (Figura 63B), la
concentracion de activina A resultd significativamente mayor en el liquido sinovial de Al-AR que en
Al persistente. Este resultado junto con la Figura 62 indican la presencia de las citoquinas
inflamatorias, GM-CSF en membrana sinovial y activina A en liquido sinovial, en Al en evolucién (Al-
AR y Al-APs) y en fases establecidas de artritis (Al persistente, AR y APs) y sugiere que, a diferencia
del tejido sinovial sano, el perfil de polarizacidn de macréfagos en la membrana sinovial de todas las
fases de artritis del estudio es predominantemente proinflamatorio.
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Figura 63. Expresion de activina A en el liquido sinovial de artritis en diferentes fases de evolucion y artritis
establecida. (A, B) Expresion de activina A (ng/ml) determinada mediante ELISA en el liquido sinovial de muestras pareadas de
pacientes con Al (n=12), AI-AR (n=9), AR (n=9), AI-APs (n=7) y APs (n=9). Se indica la concentracion de activina A (ng/ml) de cada
muestra independiente en barras (A) o puntos por grupo experimental y la media + SEM de cada grupo (B) (** p < 0.01, Kruskal-Wallis).

Los macréfagos CD163* de tejido sinovial de Al, AR y APs muestran un estado de
polarizacion proinflamatorio dependiente de GM-CSF

Dado que el liquido sinovial y la membrana sinovial de Al presentaban una expresién enriquecida de
GM-CSF y activina A, citoquinas que condicionan la polarizacién de macréfagos hacia un fenotipo
proinflamatorio ®%°1, se analizé si habia alguna variacion en el estado de polarizacion de macréfagos
durante la progresién de la artritis indiferenciada mediante la determinacién de la expresiéon y
cuantificacion de proteinas que definen el estado de polarizacién de macréfagos (marcadores de
polarizacion proinflamatoria: activina A, MMP12 y TNF-a; y, marcador de polarizacion
antiinflamatoria: CD209) °12%19% |n vitro, los macréfagos GM-M@ expresan mayores niveles del
MRNA de INHBA y MMP12, mientras que la expresion de CD209 se restringe a M-M@ (Figura 64A).
A su vez, macréfagos CD14* aislados del liquido sinovial de pacientes con AR activa muestran una
expresion diferencial de los genes proinflamatorios caracteristicos de macréfagos GM-M@ (incluido
MMP12, INHBA CCR2, EGLN3 y TNF-a) y bajos niveles de expresion CD209, asociado con la
polarizacién M-CSF dependiente 9194, Estos resultados se validaron en muestras independientes de
AR. Se realizé el andlisis de GSEA del transcriptoma de macrdéfagos aislados de la sinovial de artritis
reumatoide (RA-M@) frente a macréfagos M-M@ (GSE10500) 3¢° (Figura 64B). El perfil génico de RA-
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M@ respecto a M-M@ revelé un enriquecimiento positivo significativo en el conjunto de genes
definidos como marcadores especificos de GM-M@ (GM-M@-specific markers, GSE68061) 3°
(NES:2.40, FDR: 0.000) con los genes INHBA, MMP12 y CSF-1 (M-CSF) en su leading edge.
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Figura 64. Expresion de marcadores de polarizacion en macréfagos de artritis reumatoide y macréfagos
diferenciados in vitro. (A) Representacion esquematica del disefio experimental. Monocitos CD14* purificados de sangre
periférica de donantes sanos (buffy coat) se diferenciaron a macréfagos durante 7 dias con GM-CSF (GM-M@) o M-CSF (M-M®) y se
determinaron los niveles de expresion del mRNA de INHBA, TNFA, MMP12 y CD209. Los resultados se muestran como expresion
relativa que indica la deteccién de cada mRNA en cada muestra en relacion con la expresion del gen de referencia TBP. Se indica la
media = SEM de 4 donantes independientes (** p < 0.01, t-Student). (B) Analisis de GSEA de la lista ranqueada del analisis limma del
transcriptoma de macréfagos de la membrana sinovial de artritis reumatoide (RA-M@) frente a macréfagos derivados de monocitos
con M-CSF (M-M@) (GSE10500) 3¢ en el conjunto de genes definidos GM-M@-specific markers (GSE68061) 3%°. Se indican los valores
de NES (Normalized Enrichment Score) y FDR (False Discovery Rate). El perfil de enriquecimiento se muestra en verde. Se indican
algunos de los genes diferencialmente expresados de la regién leading edge.

Se analizd la expresidn de activina A, MMP12 y TNF-a mediante inmunofluorescencia en la
membrana sinovial de Al, Al-AR, Al-APs, AR y APs y en membrana sinovial sana (MSS) (Figura 65A-
65D). La expresion de activina A, MMP12 y TNF-a se detectd en macrofagos CD163* del sublining de
la membrana sinovial de artritis indiferenciada en evolucion (AI-AR, Al-AP) y establecidas (Al, AR y
AP) pero no en macréfagos CD163* de MSS (Figura 65A), lo que indica que activina A, MMP12 y TNF-
a son marcadores de inflamacién. Conjuntamente, se cuantificd la fluorescencia de activina A,
MMP12 y TNF-a en macréfagos mediante la cuantificacién de la fluorescencia de la proteina de
interés en membrana (ver protocolo en Materiales y Métodos, apartado 6.4, Figura 37). Los
macrofagos CD163* de Al, evolucionada o persistente, mostraron niveles de expresion similares de
activina Ay TNF-a a los obtenidos en AR y APs y la expresion de activina Ay TNF-a en todas las fases
de artritis fue significativamente mas alta que la obtenida en macréfagos CD163* de MSS (Figura 65B
y 65C). La expresion de MMP12 resultd significativamente mayor en AR y Al persistente que en
membrana sinovial sana y respecto a los diferentes grupos de artritis, Al persistente mostré mayor
expresion de MMP12 que en evolucidn (AI-AR y Al-APs) y AR respecto a Al-AR (Figura 65D). En
conjunto, estos resultados indican que el estado de polarizacion de macréfagos es similar en la
membrana sinovial de artritis en evolucidn y establecida con una predominancia de expresién de
marcadores proinflamatorios asociados a la polarizacion de macréfagos por GM-CSF (activina A,
MMP12 y TNF-a) en comparacion con tejido sinovial sano.
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Figura 65. Expresion de activina A, TNF-a y MMP12 en macréfagos CD163* de membrana sinovial sana, artritis en
diferentes fases de evolucion y artritis establecida. (A) Imagenes de inmunofluorescencia de MSS y membrana sinovial de
Al, AI-AR, AR, AI-APs y APs obtenidas mediante microscopia confocal empleando los anticuerpos especificos anti-activina A, anti-
TNF-ay anti-MMP12 (verde) y anti-CD163 (rojo). Se empled DAPI (azul) para tefiir los nucleos celulares. La deteccidn de anticuerpos
se realizé en muestras independientes de cada grupo experimental y se muestra una imagen representativa de cada grupo. Escala
de 50 um. (B-D) Cuantificacidn de la expresidn de activina-A (B), TNF-a (C) y MMP12 (D) en macréfagos CD163*de MSS y membrana
sinovial de Al, AI-AR, AR, AI-APs y APs. Se indica la intensidad media de fluorescencia (IMF) como unidades arbitrarias (u.a.) y la
media + SEM de cada grupo experimental. Los dot plots representan la cuantificacion de IMF (u.a.) de activina A, TNFay MMP12 en
cada macrofago CD163* de las muestras independientes de tejido sinovial cada grupo experimental. Se cuantificaron entre 150 y 300
células en cada muestra de tejido en 3-4 campos por donante elegidos al azar, se indica la media £ SEM (rojo) y se consideran células
positivas aquéllas con IMF > 25 u.a. (fondo gris IMF < 25, células negativas). (A-D) MSS (n=6), Al (n=16), AI-AR (n=8), AR (n=12), Al-
APs (n=9), APs (n=10) (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, Kruskal-Wallis).
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Dos subgrupos de macréfagos (CD163* CD209"9" y CD163* CD209"°*) se expresan en
tejido sinovial de Al, ARy APs

En relacion CD209, marcador caracteristico de la polarizaciéon de macréfagos por M-CSF (M-M@) 104,
se detectd por inmunofluorescencia la expresién de CD209, tanto en macroéfagos CD163* de la
membrana sinovial sana (MSS) como en la membrana sinovial de todos los grupos experimentales
de artritis (Figura 66A). La cuantificacién de la expresidon de CD209 en macréfagos CD163* mostréd

significativamente mayor expresiéon de CD209 en la membrana sinovial de AR y APs que en Al (Figura
66B).

Figura 66. Expresion de CD209 en
macréfagos CD163* de membrana
sinovial sana, artritis en. diferentes

fases de evolucion y artritis establecida.
(A) Iméagenes de inmunofluorescencia de MSS
y membrana sinovial de Al, Al-AR, AR, Al-APsy
APs obtenidas mediante microscopia confocal
empleando los anticuerpos especificos anti-
CD163 (verde) y anti-CD209 (rojo). Se empled
DAPI (azul) para tefiir los nucleos celulares. La
deteccion de anticuerpos se llevo a cabo en
muestras independientes de cada grupo
experimental y se muestra una imagen
representativa de cada grupo. Escala de 50
um. (B) Cuantificacion de la expresion de
CD209 en macrofagos CD163" de MSS y
membrana sinovial de Al, AI-AR, AR, Al-APs y
APs. Se indica la intensidad media de
fluorescencia (IMF) como unidades arbitrarias
(ua.) y la media + SEM de cada grupo
experimental (* p < 0.05, ** p < 0.01, Kruskal-
Wallis). El dot plot representa la cuantificacion
de la IMF (u.a.) de CD209 en cada macréfago
CD163* de las muestras independientes de
tejido sinovial cada grupo experimental. Se
cuantificaron entre 150 y 300 células en cada
muestra de tejido en 3-4 campos por donante
elegidos al azar. Se consideran células
positivas aquéllas con IMF > 25 u.a. (fondo gris
IMF < 25 u.a., células negativas). (A-B) MSS
(n=6), Al (n=16), AI-AR (n=8), AR (n=12), Al-APs
(n=9) y APs (n=10).
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Resultados

Se identificaron dos subgrupos de macréfagos CD163* en base a su expresion diferencial de
CD209: el subgrupo CD163* CD209"9" (IMF CD209 > 34 u.a.) y el subgrupo CD163* CD209" (IMF
CD209 < 34 u.a.) (Figura 67A) y el porcentaje de expresion de células CD163*CD209* en MSS y en la
membrana sinovial de APs fue significativamente mayor que el obtenido en el tejido sinovial de Al
(74% y 70% vs. 46% células CD163* CD209") (Figura 67B). Conjuntamente, estos resultados indican
que el numero de macréfagos CD163* CD209* es mayor en artritis psoridsica que en artritis
indiferenciada.

Figura 67. Dos subgrupos de macroéfagos
CD163* se expresan en artritis
indiferenciada en evolucion vy artritis
establecida. (A) Imagen de inmunofluorescencia
del tejido sinovial de artritis indiferenciada (Al)
que muestra dos subgrupos de macréfagos
CD163* (verde) en base a su expresion de CD209
(CD209""  y CD209"°", rojo). Se detectd la
expresién de macréfagos CD163* CD209"e" y
CD163* (CD209°* en todos los grupos
experimentales y se muestra una imagen
representativa. Escala de 50 um. (B) Porcentaje
del ndmero de macréfagos CD163* CD209"9"
(negro) y CD163* CD209°"* (blanco) en cada grupo
<CD163*CD209%sh experimental. Los valores de IMF de 8-12 tejidos
sinoviales por grupo se emplearon para clasificar
la expresién de CD209 high (CD209"9", >34 u.a.) o
low (CD209°", < 34 u.a.). Se representa el
porcentaje de ambos subtipos de macroéfagos en
muestras independientes de cada grupo
(izquierda) o la media por grupo experimental
(derecha). Se cuantificaron entre 150 y 300 células
en 3-4 campos elegidos al azar (* p < 0.05, *** p <
0.001, Kruskal-Wallis).
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La densidad de macrofagos en tejido sinovial de Al en evolucion es mayor que en Al
persistente

La densidad de macroéfagos en AR y APs correlaciona con la actividad de la enfermedad y el
incremento del nimero de macréfagos en el tejido sinovial se asocia al grado de erosién de las
articulaciones 3167319349350 pgr e|lo, se determind la densidad de macréfagos CD163* (nimero
macréfagos CD163* por mm? de tejido sinovial) en la membrana sinovial de Al, AI-AR, AR, Al-APs, APs
y en membrana sinovial sana (MSS) (Figura 68A y 68B). La densidad de macréfagos resultod
significativamente mayor en todos los grupos experimentales de artritis que en MSS (203 macréfagos
CD163*/mm?), indicando la acumulacién de macréfagos en tejido patoldgico. Respecto a las
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diferentes fases de artritis, AR (505 macréfagos CD163*/mm?) y APs (478 macréfagos CD163/mm?)
mostraron menor densidad de macréfagos que Al-AR (630 macréfagos CD163*/mm?) y Al-APs (622
macrofagos CD163*/mm?). Ademds, la densidad de macréfagos en Al persistente (318 macréfagos
CD163*/mm?) resulté significativamente menor que en Al-AR y Al-APs (Figura 68A). Estos resultados
indican que, el tejido sinovial inflamado tiene mayor nimero de macréfagos que en condiciones
homeostaticas y que Al en evolucion (Al-AR, Al-APs) se caracteriza por tener una mayor densidad
macrofagos que Al persistente.
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Figura 68. Densidad de macréfagos CD163* en
membrana sinovial sana, artritis indiferenciada en
evolucién y artritis establecida. (A) Cuantificacién del
nimero de macréfagos CD163* en MSS (n=6) y membrana
sinovial de Al (n=16), Al-AR (n=8), AR (n=12), Al-APs (n=9) y APs
(n=10). El nUmero total de macréfagos se normalizé en base al
area de tejido analizada (mm?). Se indica la media + SEM (** p <
0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001, Kruskal-Wallis). (B)
Imagenes de inmunofluorescencia de MSS y membrana sinovial
de Al, Al-AR, AR, AI-APs y APs obtenidas mediante microscopia
confocal empleando el anticuerpo especifico anti-CD163
(verde). Se empled DAPI (azul) para tefiir los nucleos celulares.
La deteccion de anticuerpos se realizd en muestras
independientes de cada grupo experimental y se muestra una
imagen representativa de cada grupo. Escala de 100 um.

Al-APs APs

Al, AR y APs muestran una predominancia de un patotipo sinovial linfo-mieloide y
mieloide-difuso

La heterogeneidad en la composicidn celular del tejido sinovial en pacientes con artritis permite
definir tres categorias histolégicas o patotipos: linfo-mieloide, con predominancia de células B y
macrdéfagos; mieloide-difuso, con predominancia de células de linaje mieloide, y pauci-inmue, con
predominancia de células estromales 314, Para determinar el patotipo predominante en Al, Al-AR, Al-
APs, AR y APs, tal y como se describen en las referencias indicadas 3'437° se realizé la tincién de
linfocitos T (CD3), linfocitos B (CD20), células plasmaticas (CD138) y macréfagos (CD68) mediante
inmunohistoquimica en el tejido sinovial de cada grupo experimental. Los resultados mostraron que,
en todos los grupos experimentales de artritis, los patotipos mas frecuentes fueron linfo-mieloide y
mieloide-difuso, en un rango de 40-50% de pacientes, mientras que el patotipo pauci-inmune solo
representd entre 8-12% de pacientes. Adema3s, la prevalencia relativa del patotipo linfo-mieloide en
la cohorte de pacientes con AR (n=12) fue mayor que en su fase indiferenciada (Al-AR, n=8) (75% vs.
50) (Tabla 17).
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PATOTIPOS SINOVIALES
Al naive Al + FAMEsc Al-AR AR Al-APs APs
(n=7) (n=9) (n=8) (n=12) (n=9) (n=10)
Linfo-mieloide 3(42.9) 3(33.4) 4 (50) 9 (75) 3 (44.5) 4 (40)
Mieloide-difuso 4 (57.1) 3(55.6) 3(37.5) 2 (16.6) 4 (44.5) 5 (50)
Pauci-inmune 0 1(11) 1(12.5) 1(84) 1(11) 1(10)

Tabla 17. Patotipo del tejido sinovial de los diferentes grupos de artritis inflamatoria del estudio. Representacién de
los patotipos del teijido sinovial (linfo-mieloide, mieloide-difuso, pauci-inmune) de pacientes con Al naive (Al sin tratamiento) y Al
FAMEsc (Al en tratamiento con farmacos modificadores de la enfermedad sintéticos convencionales), Al-AR, AR, Al-APs y APs. Se
indica el nimero y el porcentaje (entre paréntesis) de muestras de cada grupo experimental.

En conjunto, los resultados del Capitulo Il indican que la citoquina GM-CSF se expresa en
células endoteliales CD90*, fibroblastos CD90* FAP* y macréfagos CD163* del sublining de la
membrana sinovial y que, al contrario que en tejido sinovial sano, macréfagos CD163* expresan
marcadores asociados con la polarizacién por GM-CSF y con un perfil proinflamatorio en todas las
fases de artritis. Sin embargo, la expresidon de CD209, asociado con la polarizacién de macréfagos
antiinflamatorios, se da tanto en artritis como en tejido sinovial sano, y, es menor en la membrana
sinovial de Al persistente que en AR y APs. Ademads, destacan algunas diferencias entre Al persistente
y sus fases en evolucién: a) mayor expresidon de activina A en el liquido sinovial de Al-AR respecto Al;
b) menor expresion de MMP12 en la membrana sinovial de Al en evolucion (AI-AR y Al-AP) que Al
persistente y en Al-AR respecto a AR; y, c) mayor densidad de macréfagos en tejido sinovial de Al-AR
y Al-APs que en Al persistente. Globalmente, los resultados confirman el papel de GM-CSF como un
fuerte conductor de la polarizacién de macréfagos en diferentes fases de artritis y sugieren su
potencial como diana terapéutica no solo en AR y APs, sino también en artritis indiferenciada.
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MTX promueve inmunidad entrenada in vivo

El MTX en monoterapia es el farmaco de primera linea en pacientes con artritis reumatoide (AR) que
no se han tratado anteriormente con farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad
(FAME naive). Ademas, el MTX también se emplea en combinacidn con otros FAMEb como segunda
linea terapéutica 2*’. A pesar de que el porcentaje de pacientes que responde a MTX es similar al de
otros FAMEs (el 30% de los pacientes son respondedores o entran en remisién), en algunos
pacientes genera intolerancia y en otros, resistencia. Se desconocen las causas de la falta de
respuesta clinica al farmaco y no se han validado marcadores de respuesta de utilidad clinica 3%, En
este sentido, entender y conocer al detalle el mecanismo de accién del MTX como farmaco
antiinflamatorio e inmunomodulador en AR es sumamente relevante, ya que podria desenmascarar
todas estas cuestiones y permitir la mejora de su eficacia e, incluso, el disefio de una nueva clase de
FAMEsc. Tal y como se comentoé en la Introduccion (ver apartado 4.2.5), se han postulado algunos
mecanismos que explicarian la accion antiinflamatoria del MTX como la restauracion de la expresiéon
de genes del metabolismo del folato alterados en AR, el aumento de la liberacion adenosina
extracelular con efecto inmunosupresor, la inhibicién de reacciones de metilacién y de la
acumulacién de poliaminas, la supresion de funcidn de la alarmina HMGB1, el desacoplamiento de
la enzima NOS o el aumento de la expresiéon de lincRNA-p21 232381382 |ncluso se ha propuesto
recientemente que el efecto del MTX en la microbiota del hospedador disminuye la respuesta
inmune, explicando asi los efectos antiinflamatorios 38. De todas estas propuestas, la que presenta
mayor relevancia es la hipétesis del efecto antiinflamatorio que induce la liberacién de la adenosina
(Figura 18). Por ejemplo, la inhibicion de NFkB por MTX en fibroblastos sinoviales (FLS) es
dependiente de adenosina 232. Aun asi, muchos datos sobre la adenosina son contradictorios y no
pueden explicar todos los efectos del MTX como farmaco inmunodulador y antiinflamatorio en AR.
Asimismo, el desacoplamiento de NOS y aumento de /lincRNA-p21 hacen referencia al mecanismo
de accidn antiinflamatoria del MTX en linfocitos T 232,

Los macrofagos resultan la mayor poblacidn de leucocitos infiltrados durante la inflamacién
sinovial y desempefian un papel critico en la patologia de la artritis reumatoide. En este contexto,
nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la respuesta a MTX depende del estado de
activacion del macroéfago. Asi, el MTX modula la expresidén génica de macroéfagos proinflamatorios,
diferenciados en presencia de GM-CSF (GM-M@). Este tipo de macréfagos expresan mayores niveles
de la enzima timidilato sintasa (TS) y acumulan mayores niveles de poliglutamatos de MTX (MTX-Pgl)
que macrofagos antiinflamatorios 1°1. La accidn antiinflamatoria del MTX en estas células se debe a
que el MTX es capaz de condicionar a GM-M@ a la adquisicidon de un estado de tolerancia
inmunolégica frente a estimulos proinflamatorios. La preestimulaciéon con MTX reprograma a GM-
M@ in vitro de manera que responden de forma atenuada a derivados de patégenos (LPS, LTA), TNF-
ay al liquido sinovial de pacientes con AR y disminuyen la produccion de citoquinas proinflamatorias
lo que contribuye a la accidon antiinflamatoria del farmaco (Figura 20) 8. La tolerancia cruzada de
MTX a LPS se ha verificado en un modelo de sepsis murino in vivo donde ratones tratados durante 7
dias con MTX muestran una menor produccion de IL-6 y TNF-a en suero en respuesta a LPS. El
mecanismo de tolerancia cruzada inducido por MTX en GM-M@ estd mediado por un aumento de la
expresion de A20, regulador negativo de la sefializacion de NFkB y descrito como gen de
susceptibilidad en AR 269267 |3 trascendencia fisiopatoldgica de estos resultados se apoya en
muestras de pacientes con AR, donde la expresion del gen TNFAIP3 (que codifica para A20) en PBMCs

es mayor en pacientes que responden a la terapia con MTX que en pacientes no respondedores 86,
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El Capitulo | de esta tesis aborda el Ensayo Clinico en Fase | “Estudio de la accidn tolerogénica
de metotrexato sobre macréfagos como mecanismo de accion en enfermedades mediadas por
mecanismos inmunes” (nimero EudraCT: 2017-002902-11; cédigo de protocolo: METOMAC) que se
realizé como consecuencia de los resultados anteriormente descritos con el objetivo de verificar si
la hipdtesis de que la accién antiinflamatoria de MTX deriva de su capacidad de inducir un estado
de tolerancia en el sistema inmunitario innato, se confirmaba en sujetos sanos ex vivo. El andlisis de
la cinética de dicho efecto nos ha permitido determinar el tiempo-respuesta de los posibles efectos
de memoria inmune innata inducidos por MTX con el objetivo de realizar un posterior estudio
observacional en pacientes con AR que fuesen a iniciar tratamiento con MTX en monoterapia. Asi, a
partir de la administracién de una Unica dosis de MTX oral a seis sujetos sanos varones y la extraccién
de 100 ml de sangre periférica antes (basal) y después de la administracién de MTX (3, 24 y 120h
post-MTX) se determinaron los niveles de citoquinas en sangre periférica, monocitos y macréfagos
de cada una de las muestras. Los resultados derivados de este estudio han revelado que, en
comparacién con los niveles basales, 5 dias después de la toma de MTX disminuye la expresion de
IL-6, IL-1B e IL-10 (en plasma) y TNF-a (en monocitos CD14*) en respuesta a LPS. Ademas, 5 dias
después de latoma de MTX los monocitos presentan un perfil transcripcional menos proinflamatorio
y mas profibrético y reparador.

El MTX se considera un profdrmaco, un compuesto que tiene que sufrir una modificacién
bioquimica para dar lugar a su forma activa. En el interior celular, la enzima FPGS poliglutamila el
MTX y los poliglutamatos de MTX (MTX-Pgl) son la forma activa del farmaco. La retencién de MTX-
Pgl en el interior celular es mayor que el tiempo de vida del fadrmaco en plasma. El MTX-Pgl se detecta
en tejidos durante semanas %°! y durante largos periodos de tiempo en el higado y en precursores
mieloides de médula 6sea 384, Los datos descritos en la literatura sobre la farmacocinética de MTX
en pacientes con AR indican que el MTX presenta una vida media de 6 horas en sangre y alcanza
concentraciones plasmaticas maximas que varian desde 0.3 a 1.6 pmol/L entre 0.75-2 horas después
de su administracién por via oral y no se detecta en suero tras 18 horas 249259385 Estos datos
coinciden con los parametros farmacocinéticos de MTX obtenidos en el Ensayo Clinico METOMAC.
Nuestros resultados muestran que 1 hora después de la toma de 20 mg de MTX se detecta la maxima
concentracion de MTX en plasma (Cmax) y que ésta oscila entre 0.486 (sujeto #6) y 0.976 umol
(sujeto #4) en funcidén del sujeto (Tabla 12 y Anexos). Del mismo modo, a partir de 24 horas después
de la toma no se detecta MTX en plasma.

La medicidén de la expresion de citoquinas en sangre periférica tras 15h de estimulacion con
LPS reveld que 5 dias después de la toma de MTX disminuia la produccién de IL-6, IL-1B e IL-10 y que
esta disminucidon no se producia como consecuencia de una reduccion del nimero de células
inmunes productoras de las mismas. Estos resultados indican que la toma de MTX no induce
leucopenia en sangre, pero atenua la respuesta de leucocitos a LPS, lo que es compatible con que
MTX induce un estado de tolerancia cruzada a LPS in vivo en sangre periférica. Tal y como se comentd
en la Introduccién (ver apartado 4.2.5), el mecanismo de accion antiinflamatoria del MTX se ha
descrito en linfocitos T (Figura 19). En este tipo celular el MTX disminuye la expresion de RELA que
codifica la subunidad p65 de NFkB. La disminucion del dimero activo de NFkB (p50-p65) implica una
menor transcripcidn de sus genes diana como IL6, IL1B'y TNFA 22%232, Lo que induce a pensar que el
efecto de disminucidn diferencial entre citoquinas en plasma y en monocitos en respuesta a LPS,
pueda deberse a que en plasma el MTX, ademds de actuar en monocitos, induce un efecto
antiinflamatorio en otras células del torrente sanguineo entre las que se incluyen los linfocitos.
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La secuenciacion del transcriptoma y la comparacién del perfil génico mediante RNAseq de
monocitos aislados a nivel basal y post-MTX (3h, 24h y 120h) con las condiciones adjp < 0.05 y
Logz | FC|>1 mostrd que ningun gen varid su expresion de forma significativa entre las diferentes
condiciones. Sin embargo, el andlisis GSEA reveld que, respecto a nivel basal, 5 dias (120h) después
de la toma de MTX disminuye la expresidon de genes relacionados con la respuesta inflamatoria,
genes implicados en la ruta de sefalizacion de NFkB en respuesta al TNF, y, de genes involucrados
en la respuesta a IFN (/FNA e IFNG), todas ellas rutas relacionadas con la respuesta inmune innata
durante la inflamacién y, en concreto, con la respuesta inflamatoria a LPS. Asimismo, el perfil
transcripcional de 120h post-MTX vs. Basal reveld un enriquecimiento positivo en genes que
aumentan su expresidén en respuesta a TGFB1. La ruta de sefializaciéon de TGF-f esta estrechamente
relacionada con la regeneracion y reparacién de tejidos, funciones caracteristicas de macréfagos con
un perfil regulador y antiinflamatorio compatible con un fenotipo tolerizado %3. Estos resultados
confirman que la respuesta inmune de los monocitos disminuye después de la toma de MTX, que
presentan un perfil transcripcional menos proinflamatorio y mas sesgado hacia funciones
profibréticas y reparadoras, caracteristico de un perfil antiinflamatorio, y compatible con la
adquisicion de un estado de tolerancia transcripcional a LPS. El efecto de MTX en monocitos se ha
descrito en diferentes lineas celulares monociticas, donde el MTX, ademas de promover apoptosis,
induce un aumento dosis-dependiente de la expresion de citoquinas proinflamatorias IL-13, TNF e
IL-6 a través de un mecanismo dependiente de NFkB y de la adenosina 3%. Respecto su accién
antiinflamatoria en AR, se ha descrito que el MTX estimula la produccién de TIMS por monocitos in
vitro, inhibidores enddgenos de MMP 22%, y en monocitos de pacientes con AR disminuye la expresién
de los receptores FcyRI e lla 387, Al analizar los niveles de expresiéon del mRNA de TNFAIP3, aunque
no resultaron estadisticamente significativos, se observé una tendencia en el aumento de expresion
de A20 en monocitos 120h post-MTX respecto a monocitos aislados a nivel basal (Figura 43 y
Anexos). Dado el efecto inhibitorio de A20 a diferentes niveles de la ruta de sefializacién por TLR4
186 este dato apoyaria una menor sensibilidad a LPS en monocitos 120h post-MTX, compatible con
un estado de tolerancia cruzada a LPS.

Ademads del pequeio tamaio muestral, la variabilidad de la respuesta clinica a MTX entre
sujetos (la expresidn de citoquinas en plasma y monocitos de cada uno de los sujetos se muestra en
Anexos) podria explicar la falta de significacion estadistica de los datos analizados. Tanto a nivel de
efectos de toxicidad como de eficacia del fdrmaco existe una gran heterogeneidad interpersonal en
la respuesta a MTX. Entre el 30-50% de los pacientes no responden al tratamiento o su eficacia
disminuye tras tratamientos prolongados e incluso, acaban desarrollando resistencia al farmaco 232,
La variabilidad de los efectos del MTX entre pacientes se debe a factores especificos de la
enfermedad como la duracidn, el grado de severidad y de actividad de la enfermedad pero también
contribuyen factores genéticos e intrinsecos del paciente como sexo, edad, etnia o comorbilidad
asociada a la enfermedad e incluso la propia microbiota influye en la respuesta clinica al farmaco
22938 | 3 resistencia a antifolatos poliglutamilables se asocia, entre otros mecanismos, con una
pérdida o disminucién de la actividad de la enzima FPGS. En el contexto del MTX, la FPGS tiene
especial relevancia al resultar la enzima clave en el metabolismo intracelular del farmaco y en la
formacion de los MTX-Pgl en pacientes con AR 388, Un estudio reciente ha descrito la asociacién de
alteraciones en el splicing de la FPGS con la respuesta a MTX en pacientes con AR. La retencion del
intron 8 de la FPGS (8PR FPGS) da lugar a una forma de la proteina truncada y a una enzima
disfuncional. Aunque resulta un estudio preliminar, se ha asociado la variante 8PR FPGS con una
menor respuesta a MTX en pacientes con AR en base al indice DAS44 38, Diferentes polimorfismos y
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) en genes que codifican para el transporte intracelular de
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MTX (RFC, ABCB1 y ABCG2), genes de enzimas del metabolismo del folato (MTHFR, DHFR, ATIC) y
enzimas implicadas en la ruta de la adenosina (ADA) se han asociado con la respuesta a MTX en
diferentes enfermedades 2%°. Distintas variantes en los genes que codifican las enzimas TYMS, DHFR,
MTHFR y MTHFD1 se asocian con la farmacodinamica y respuesta a MTX en el tratamiento del cancer,
asi como, variantes de MTR, TLR4, ATIC, ADA y ADORA2A se asocian con respuestas al farmaco en
enfermedades inflamatorias. Los polimorfismos del gen SLCO1B1, rs4149081 y rs11045879, se han
asociado con el aclaramiento de MTX y la toxicidad gastrointestinal. Las variantes en SLC19A1, ABCB1
y ABCG?2 estdn asociadas con la respuesta a MTX en pacientes con AR y variantes en ABCG2 con la
resistencia al farmaco 3%. En este sentido, el impacto de las variantes genéticas en la farmacocinética
y el transporte de metotrexato podria explicar la ausencia de significacion estadistica de alguno de
nuestros datos debido a la falta o menor respuesta de algun sujeto del estudio al MTX.

La memoria inmune innata o inmunidad entrenada se basa en la alteracién del estado
funcional de las células inmunes innatas que persiste durante semanas, meses e incluso afios
después de la eliminacion del primer estimulo #°, Las células mieloides presentan una vida media en
sangre periférica de pocos dias vy, sin embargo, los efectos de inmunidad entrenada se mantienen y
propagan durante largos periodos. En este aspecto, recientemente se ha descrito como funciona la
inmunidad entrenada a nivel sistémico y como los efectos de reprogramacion celular también tienen
lugar a nivel de células madre y progenitores mieloides. La hematopoyesis es el proceso dindmico de
generacion de células sanguineas leucocitos, eritrocitos y plaquetas que ocurre a lo largo del
desarrollo de los vertebrados. Las HSCs son el precursor comun a todos los tipos celulares
sanguineos. Tienen capacidad de autorenovacidn y pluripotencialidad, se localizan en nichos
especializados de la médula ésea que mantienen y regulan las células madre en un microambiente
6ptimo. Durante la hematopoyesis pierden su capacidad de autorenovacién, dando lugar a
progenitores multipotentes (MMPs) que se diferencian en el linaje mieloide y linaje linfoide con el
potencial de diferenciacién reducido. El precursor comun del linaje linfoide es el progenitor linfoide
comun (CLP) que da lugar a linfocitos T, linfocitos B, ILCs y células NK, mientras que las células
mieloides derivan del progenitor mieloide comun (CMP) 3°13%_ L3 memoria inmune innata que tiene
lugar en células progenitoras hematopoyéticas (HSPCs) y progenitores mieloides se conoce como
inmunidad entrenada central. Los efectos de la vacunacién con BCG a nivel de HSPCs han
proporcionado la explicacién mecanica de los efectos persistentes de la vacuna en las células
inmunes innatas circulantes y de muchas de las observaciones epidemioldgicas de los beneficios no
especificos de la vacunacion durante los afios posteriores. La vacunacién con BCG in vivo induce
cambios transcripcionales en el compartimento de HSPCs de la médula ésea en individuos sanos,
para los que resultan reguladores claves los factores nucleares hepdticos (HNF) 1 y 2. Estas
modificaciones transcripcionales van acompaifiados de un aumento persistente de células
respondedoras a estimulos heterdlogos. La remodelacion epigenética de HSPCs también se
transporta a monocitos CD14* periféricos que exhiben un estado persistente de inmunidad
entrenada tras tres meses después de la vacunacién. Ademas, la inmunidad entrenada inducida por
la vacunacion no se acompaiia de cambios en las frecuencias de células mieloides o de poblaciones
de progenitores mieloides dentro de la sangre periférica o de los compartimentos de la médula dsea
154 De forma semejante, se ha demostrado como una dieta alta en grasas (high-fat diet o Western
diet) es capaz de inducir una reprogramacion epigenética y transcriptomica duradera en células
precursoras de monocitos y granulocitos (GMPs) que aumenta la proliferacién y la respuesta inmune
innata. Esta respuesta se mantiene, incluso, cuando se modifica la dieta, indicando que la dieta alta
en grasas induce efectos de inmunidad entrenada a largo plazo en células mieloides.
Mecanisticamente, el inflamosoma NLRP3 y la IL-1B estan implicados en este proceso 3%,
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Los resultados del Ensayo Clinico METOMAC nos han permitido hipotetizar que, al igual que
ocurre con BCG, B-glucano o con la IL1B producida en respuesta a la Western diet 137.1523% MTX
puede acceder a la médula ésea y reprogramar a las células madre progenitoras hematopoyéticas
para generar monocitos y macréfagos con un perfil metabdlico, epigenético y transcripcional
tolerante que desarrollan una respuesta atenuada o reducida y, por tanto, protectora frente a los
estimulos inflamatorios presentes en la membrana sinovial de pacientes con AR (Figura 69). Esta
hipdtesis se apoya en: i) El MTX puede acumularse en precursores mieloides de médula dsea en
forma de poliglutamatos (MTX-Pgl) in vivo e in vitro 3843%7; y i) Resultados obtenidos en células
mieloides inmaduras de pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA) 3*’ que abordan la
farmacocinética de MTX en células mieloides dentro del compartimento de la médula ésea y de
neutréfilos en sangre periférica. Tras la infusién con MTX, las células mieloides inmaduras, en
proliferacidn, retienen mucho mas MTX que células mieloides maduras o neutrdfilos circulantes. A
los 8 dias de la infusién se detecta MTX y MTX-Pgl en neutrdfilos de sangre periférica. El tiempo de
intervalo entre la infusion de MTX y la reapariciéon de MTX a los 8 dias en neutrdfilos circulantes dias
correlaciona con el tiempo en que el fdrmaco es captado por las células mieloides de la médula dsea
en proliferaciéon, se diferencian a células maduras y se liberan a la sangre como neutréfilos. La
variabilidad en el tiempo de maduracién de las células mieloides en la médula dsea explica que la
concentracién de MTX en las células mieloides inmaduras durante la infusién no se corresponda con
la concentracién de MTX en neutrdfilos 8 dias después 3?7, En este sentido, nuestros resultados nos
permiten hipotetizar que el MTX podria acceder a la médula ésea y entrar en precursores mieloides
hematopoyéticos donde quedaria retenido mediante poliglutamilacion (MTX-Pgl). Asi, a partir de los
precursores mieloides en proliferacidn, se generarian monocitos tolerantes o tolerizados, con un
perfil metabdlico, epigenético y transcripcional modificado, que comienzan a aparecer en la
circulacion cinco dias después de la toma de MTX.

El Ensayo Clinico METOMAC presenta algunas limitaciones, incluyendo el pequefio tamano
de la muestra con Unicamente 6 sujetos, la limitacion del volumen de sangre (100 ml) y el ajuste de
un momento determinado de la toma de la muestra. Hay que tener en cuenta la dificultad de
extrapolar un sistema dindmico a la medicién de citoquinas a partir de la muestra de sangre en un
momento determinado. Los monocitos se estan continuamente renovando a partir de células madre
progenitoras hematopoyéticas, su vida media en sangre varia oscila entre 24-72h y se infiltran en
los tejidos dando lugar a macréfagos 3%, En este sentido, la muestra de sangre puede contener
tanto monocitos sin MTX-Pgl (provienen de progenitores que alin no han internalizado el MTX) como
monocitos con MTX-Pgl (recién renovados de médula ésea y que provienen de progenitores
mieloides que han internalizado el MTX) que hiporesponden a LPS. Aun asi, la importancia de los
resultados derivados de este estudio demuestra la capacidad de MTX de inducir tolerancia cruzada
in vivo y nos han permitido seleccionar el tiempo de 5 dias después de la toma de MTX como tiempo-
respuesta de visualizacion de los efectos de la induccién de inmunidad entrenada por MTX.
Actualmente, y en base a estos resultados, se esta desarrollando un estudio observacional (nimero:
IGA-MET-2019-01; cédigo del protocolo: METOMAC-PAC) con muestras de pacientes con AR de
reciente comienzo que inicien tratamiento con MTX en monoterapia segln la practica clinica
habitual en el Servicio de Reumatologia del HULP y del Hospital General Universitario Gregorio
Marafion (HGUGM). El objetivo de este estudio es determinar la influencia entre los niveles de MTX-
Pgl intracelulares, el estado inflamatorio de los pacientes con AR y la eficacia clinica de MTX. A los
pacientes que participan en el estudio se les extrae sangre en la visita inicial antes de empezar el
tratamiento, a los 5 dias (tal y como nos indican los resultados del Ensayo Clinico METOMAC) vy al
mes de iniciar el tratamiento con MTX en monoterapia. De forma similar a los experimentos
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realizados en el Capitulo I, |la actividad inflamatoria de los monocitos de sangre periférica se evalla
mediante la capacidad de produccidn de citoquinas proinflamatorias tras la estimulacion con LPS ex
vivo. Ademas, se cuantificardn los niveles de MTX-Pgl en monocitos a los diferentes tiempos tras la
toma de MTX. Por su parte, para determinar la eficacia clinica del farmaco in vivo se realiza una
evaluacidn ciega de los resultados de los niveles de MTX-Pgl intracelular por un reumatélogo. Se
determinard si existe una relacion entre los niveles de MTX-Pgl intracelulares, la actividad
inflamatoria de monocitos ex vivo y la eficacia clinica del fdrmaco in vivo. Por otro lado, se evaluara
la posible relacion existente entre los niveles de MTX-Pgl intracelular en precursores mieloides de
médula dsea y monocitos de sangre periférica y su estado inflamatorio ex vivo en ratones C57BL6/)
tratados con MTX. Todo ello nos permitird establecer si existe una relacién entre la retencidn de
MTX intracelular y la memoria inmune innata.

Inmunidad entrenada central
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Figura 69. Modelo propuesto del mecanismo de accion de MTX en pacientes con artritis reumatoide. El MTX accede
a la médula ésea y se acumula en células progenitoras mieloides mediante poliglutamilacion (MTX-Pgl). A partir de la proliferacion
y diferenciacion de CMP a GMP se generarian monocitos con un fenotipo tolerante que aparecen en la circulacién cinco dias
después de la toma de MTX. Los monocitos tolerizados circulantes e infiltran en el tejido sinovial inflamado y se diferencian a
macrofagos tolerantes que, ante los estimulos inflamatorios y las moléculas de dafio presentes en la cavidad sinovial de pacientes
con AR, exhiben una respuesta atenuada y menos proinflamatoria que macrdfagos residentes lo que contribuiria a la accion
antiinflamatoria del farmaco. CMP: progenitor mieloide comun; GMP: progenitor granulocitico-mieloide; MTX-Pgl: poliglutamatos
de MTX.

PMX reprograma macroéfagos e induce un estado de tolerancia cruzada a LPS

El estado de activacién de los macréfagos depende tanto de sefiales derivadas de su ontogenia como
del conjunto de sefiales del microambiente donde se encuentran. El reconocimiento de factores de
diferenciacion, citoquinas y metabolitos, asi como la respuesta a sefiales de dafio, patdégenos o a la
activacion de linfocitos activa diferentes rutas metabdlicas, transcripcionales y postranscripcionales
que determinan la adquisicién o la pérdida de determinadas funciones efectoras. En este sentido, el
metabolismo resulta un determinante esencial de la plasticidad funcional adquirida por los
macrofagos bajo la influencia de estimulos derivados de su entorno tanto en condiciones fisioldgicas
como patoldgicas. El metabolismo de un carbono (OCM), también conocido como metabolismo del
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folato, es una red de rutas biosintéticas que incluye la biosintesis de novo de timidilato y purinas, el
metabolismo de aminoacidos y reacciones de metilacién 1°>1%7, La relevancia fisiopatolégica del OCM
se ilustra mediante el bloqueo de enzimas implicadas en sus diferentes rutas metabdlicas con
antifolatos como el metotrexato (MTX) o pemetrexed (PMX), farmacos empleados como agentes
quimioterapéuticos y, en el caso de MTX, fdrmaco antirreumdtico de primera linea en la artritis
reumatoide y otras patologias autoinmunes 4. Los resultados del Capitulo Il ilustran el efecto del
OCM en el perfil de expresidn génica y funcional de GM-M@ vy el efecto antiinflamatorio global de
MTX y PMX en este tipo de macréfagos.

El perfil génico de macréfagos diferenciados en presencia de PMX (PMX GM-M@) reveld un
enriquecimiento en genes representativos de la respuesta inflamatoria, genes regulados por NFkB
en respuesta al TNF y genes implicados en la sefializacién de p53. Estos datos indican que en
condiciones basales, el tratamiento con PMX promueve la adquisicion de un perfil mas
proinflamatorio y dependiente de p53 en macréfagos GM-M@, efecto que se equipara al
anteriormente descrito por MTX en GM-M@ 186,

En el fendmeno de tolerancia cruzada o cross-tolerancia a LPS las células se exponen a un
estimulo inicial diferente de LPS y responden de manera subdptima a la estimulacion subsecuente
con LPS 018 |3 diferenciacion de macréfagos presencia de PMX durante 7 dias y su posterior
estimulacién con LPS disminuye la expresion de genes de rutas relacionadas con la respuesta inmune
innata durante la inflamacion (respuesta al IFNA e IFNG, sefializacion de IL6 via STAT3 y sefializacidén
de NFkB en respuesta al TNF) y aumenta la expresion de genes de la ruta de p53. La implicacion de
p53 en la modificacidn transcripcional inducida por PMX, tanto en condiciones basales como en
respuesta a LPS, se confirmd en presencia de pifitrina, que disminuyd la expresiéon de GDF15, LIF y
CDKN1A, genes diana de p53 264255 y genes de respuesta a MTX *1 y PMX en GM-M@. CDKN1A es un
gen que codifica para p21 y que modula negativamente la respuesta de macréfagos en inflamacién
y estd implicado en el establecimiento de un estado de tolerancia a LPS en macréfagos 3%°. La
deficiencia en p21 aumenta la activacién de NFkB en respuesta a LPS y la produccion de citoquinas
proinflamatorias por macréfagos %949, La implicacién de p21 en la reprogramacion de macréfagos
se sitUa a nivel de dimeros de NFkB, regulando el balance entre el dimero activo p65-p50 e inactivo
(carente del dominio de activacién) p50-p50. La deficiencia en p21 reduce la afinidad del
homodimero p50-p50 por el DNA en células estimuladas y, tras la reestimulacion con LPS, y resulta
en la adquisicion de un perfil M2 antiinflamatorio de macréfagos alterado 3%°. Se ha demostrado su
valor terapéutico como diana en estados de shock séptico y en la regulacién de macréfagos mediante
un modelo experimental de AR 4%9491 E| papel de p21 como diana de p53 en la adquisicion de un
perfil antiinflamatorio y reparativo de macréfagos 3°° y la menor respuesta inmune a la estimulacién
con LPS del transcriptoma de PMX GM-M@ vs. GM-M@ confirman y apoyan la induccién de un estado
de tolerancia a nivel transcripcional por PMX en macréfagos. Ademas, los cambios inducidos por
PMX en la respuesta a LPS de GM-M®@ no solo se reflejaron a nivel transcriptémico sino también a
nivel funcional. En respuesta a LPS, GM-M@ se caracterizan por producir gran cantidad de IL-1B, IL-
6, IL-12p40, 1L-23 y TNF-a 3>47:91402 Nyestros datos muestran como el tratamiento con PMX induce
una menor activacion de proteinas implicadas en la ruta de TLR4 (p38, INK, NFKB, STAT1, IRF3) y, por
consecuente, una menor produccién de citoquinas proinflamatorias diana (IL-6, IL-1B, TNF-a, IFN-B
y CXCL10) en respuesta a LPS sefialando una modulacién del perfil inflamatorio de GM-M@
caracteristica del fendmeno de tolerancia cruzada >%164185186 y similar a los resultados previamente
descritos de MTX en GM-M@ 8. Aunque el tratamiento con PMX no disminuyd la activacién de la
proteina MAPK ERK e indujo de forma sostenida su fosforilacion (pERK), este resultado coincide con
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los datos descritos previamente en otros sistemas celulares como en la linea celular A549 de cancer
de pulmdn. En estas células el PMX induce el bloqueo de la fase S del ciclo celular y la apoptosis
celular a través de la activacién sostenida de ERK y del complejo Ciclina-A/Cdk2 %%3. Empleando las
condiciones FC > 2 y adjp < 0.05 para identificar genes diferencialmente expresados entre GM-M@ y
PMX GM-M@, no hay diferencias en la expresién de las proteinas ERK (MAPK1), JNK (MAPKS), P38
(MAPK14), IRF3, STAT1 e IKBA (NFKB1A) (datos no mostrados). Por tanto, dado que la expresién de
MAPK1 es similar entre GM-M@ tratados o no con PMX, asumimos que el aumento de la fosforilacién
de ERK en PMX GM-M@ refleja mecanismos de regulacion postranscripcional fuera de nuestro
objetivo de estudio.

La regulacidn molecular de la sefializacidon de TLR4 durante la TE se asocia con la expresién
de proteinas que inhiben la ruta a diferentes niveles 1°%1%4, En concreto, la estimulacién prolongada
con LPS se ha relacionado con la modificacién de la expresion o actividad de A20, IRAK-M (IRAK3) o
SHIP, intermediarios de la sefializacion por TLR4 %4, En macréfagos, la tolerancia cruzada inducida
por TNF-a a LPS estd mediada por GSK3 y atenua la sefalizacidon por TLR4 como consecuencia de un
aumento de la expresion de A20 y de IkBa 18, La tolerancia de MTX por LPS en GM-M@ también est3
mediada por un aumento en la expresion de TNFAIP3 (A20) 8¢, Aunque nuestros resultados indican
un aumento de expresion de TNFAIP3 en presencia de PMX, este cambio no se refleja a nivel de
proteina. La induccidn de TNFAIP3 y la subsecuente expresidn de su proteina A20 tiene lugar como
respuesta fisioldgica necesaria para la resolucién de la inflamacién tras la induccién de NFkB en
respuesta a patdgenos %%*. Dado que esta deubiquitinasa representa parte del mecanismo de control
homeostatico de NFkB, la expresidon de A20 a nivel de proteina estd altamente regulada y compleja.
Se ha propuesto que varias proteinas de union a A20 como ABIN y TRAF6 actian como reguladoras
de su actividad. Mutaciones en el dominio de unién a ubiquitinas de las proteinas ABIN afectan a su
actividad inhibitoria de NFkB 4%4. Asimismo, la fosforilacion de A20 en la Ser 381 por IKKB aumenta
su potencial inhibitorio de NFkB. La desregulacion de TNFAIP3/A20 se relaciona con el desarrolloy la
susceptibilidad a diferentes enfermedades autoinmunes entre las que se encuentra la AR en la que
se han asociado los SNPs rs6920220, rs2230926 y rs5029937 con el riesgo de sufrir la enfermedad
266, Debido a la importante funcion de A20 en la prevencidn de la inflamacidn excesiva y prolongada
en respuesta a endotoxina y TNF, ademas de evaluar la cinética de expresién de A20 en un mayor
numero de donantes, seria necesario estudiar en futuros experimentos la especificidad de A20 en la
implicacién de la tolerancia inducida por PMX en GM-M@ mediante silenciamiento génico. Ademas,
macrofagos carentes de A20 presentan niveles de pro-IL1B y del adaptador NLRP3 (basales y en
respuesta a LPS) aumentados respecto a macroéfagos control y se ha demostrado la implicacién del
inflamosoma NLRP3 en la patogénesis de la artritis in vivo %5, En este contexto, para poder tener un
mayor conocimiento del mecanismo de la regulacién de la proteina A20 en PMX GM-M@ seria
interesante evaluar el efecto de PMX sobre la activacién y expresion de diferentes moléculas
implicadas en la activacion del inflamasoma NLRP3 como la caspasa-1 e IL-1B en macréfagos, asi
como la regulacién negativa de A20 en la ruta IL-1B e inflamosoma en PMX GM-M@ y GM-M@.

En conjunto, nuestros resultados demuestran que el efecto antiinflamatorio global del PMX
es consecuencia de su capacidad para inducir un estado proinflamatorio en GM-M@ y condicionar a
los macrofagos de forma que, ante la exposicién a un segundo estimulo inflamatorio, como LPS, PMX
GM-M@ exhiben una respuesta atenuada (Figura 70).
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Figura 70. PMX induce un estado de tolerancia cruzada a LPS en GM-M@. La diferenciacién de monocitos a macréfagos
con GM-CSF (GM-M@) durante 7 dias en presencia de PMX induce un estado de tolerancia de forma que, ante la estimulacion
subsecuente con LPS (dia 7), los macréfagos responden de forma atenuada y disminuyen la expresidn de genes y citoquinas
relacionados con la respuesta inflamatoria.

Implicacidon del metabolismo de un carbono en la memoria inmune innata

Cambios metabdlicos y epigenéticos median la activacién de diferentes rutas de sefializacién y
transcripcion en células inmunes tras la exposicion a patdgenos. En consecuencia, no sorprende que
el metabolismo celular sea un mecanismo principal en la reprogramacion de células mieloides que
media el establecimiento de la inmunidad entrenada o memoria inmune innata 8, Los estudios en
reprogramacion metabdlica estan incrementando en los Ultimos afios y existen numerosas
evidencias de la implicacién de diferentes rutas metabdlicas en la induccién de un estado entrenado
y tolerizado o tolerante. Tanto el metabolismo de aminoacidos como el de lipidos son relevantes en
la induccién de la memoria inmune innata 8, Rutas metabdlicas como la glicélisis, glutaminolisis o
el metabolismo del colesterol desempefian un papel fundamental en la produccién de citoquinas y
modificaciones epigenéticas de células entrenadas %', Un ejemplo de ello se muestra en
monocitos entrenados por BCG o B-glucano que exhiben un aumento del ratio de glicdlisis aerdbica
y produccion de lactato 16185, En este sentido, el metabolismo glicolitico junto con la acumulacién

165



Discusion

de intermediarios de metabolitos del ciclo de Krebs controlan la metilacién y acetilacién de histonas
permitiendo la apertura de la cromatina en zonas de genes proinflamatorios aumentando, asi, la
capacidad de respuesta ante un segundo estimulo 6>, Asimismo, el metaboloma de macréfagos con
un fenotipo entrenado por B-glucano muestran, ademas de un aumento de la glicdlisis y del
metabolismo de la glutamina, un aumento en la sintesis de acidos grasos y colesterol y la
acumulacién de fumarato, esencial para los cambios epigenéticos que tienen lugar durante la
inmunidad entrenada '>°. Otros metabolitos de la sintesis del colesterol como mevalonato estan
implicados en la inmunidad entrenada inducida ,ademas de por B-glucano, por BCG o por particulas
de lipoproteinas oxidadas de baja densidad (oxLDL) . En el contexto de tolerancia, el metabolito
itaconato, producto de la descarboxilacién del ciclo de Krebs, inhibe la degradaciéon de IkBa en
respuesta a LPS e induce un estado de tolerancia en monocitos humanos . En este trabajo
ilustramos como los antifolatos MTX y PMX son capaces de reprogramar el estado transcripcional y
funcional de macréfagos humanos e inducir un estado de tolerancia inmunolégica, lo que demuestra
que el metabolismo de un carbono (OCM) supone otra ruta metabdlica mas implicada en el
establecimiento de la memoria inmune innata.

La especificidad del efecto de los antifolatos MTX y PMX en macréfagos se verificé en
presencia de acido folinico. El acido folinico (5-formil-tetrahidrofolato o 5-CHO-THF), también
conocido como leucovarina, da lugar a 5,10-metenil-THF en una reaccion irreversible catalizada por
la enzima 5,10-meteniltetrahidrofolato sintasa (MTHFS) y a partir del cual se forman el resto de
folatos (Figura 71). Tal y como se comento en la Introduccidon (ver apartado 3.2.), el 10-formil-THF
citoplasmatico interviene en la ruta biosintética de purinas al ser sustrato de GARFT (anillo imidazol)
y de ATIC (intermediario IMP) y el 5,10-metilen-THF, que se reutiliza de manera ciclica, actia como
cofactor de la TS que interviene en la formacion de dTMP precursor de dTTP esencial para la sintesis
de novo de pirimidinas (Figura 12) 406407,
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5-formil-THF
MTHFS
MTHFD M
5,10-metilen-THF <———— > 5 10-metenil-THF <", 10-formil-THF
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Figura 71. Representacion esquematica de la formacion de folatos a partir de acido folinico. MTHFC: 5,10-
meteniltetrahidrofolato ciclohidrolasa; MTHFD: 5,10-metilentetrahidrofolato deshidrogenasa; MTHFS: meteniltetrahidrofolato
sintasa. Adaptado de '*°.

El transportador de folato reducido (RFC) media la entrada al interior celular de folatos y
antifolatos y su transporte es dependiente de la temperatura, independiente de sodio y suceptible a
la inhibicion competitiva por sustratos. Ademas de haber empleado la concentracion de 5 uM acido
folinico (100x) en comparacion con 50 nM de ambos antifolatos, la dosis de acido folinico alcanza los
niveles de Vmax del transportador RFC (Km = 1-5 uM) mientras que la dosis de 50 nM en el caso de
PMX se encuentra 20 veces por debajo de la afinidad de RFC por el antifolato PMX (Km = 1.1 uM) 28°
(Figura 24). Esto es indicativo de que en la condicion experimental PMX+FolAc GM-M@, el 4cido
folinico compite con PMX por la entrada al interior celular y demuestra que el antifolato tiene que
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internalizarse para realizar su accién. Incluso, si se internalizasen cantidades minimas de PMX, el poo/
de folato intracelular aumentado por la aportacidon exdgena de acido folinico (5 uM), competiria
como sustrato por la enzima FPGS impidiendo, asi, la formacién de poliglutamatos de PMX (PMX-Pgl)
(Figura 72). Estos datos, junto con el hecho de que la afinidad de PMX en forma de monoglutamato
por sus enzimas diana es minima, y en concreto, para su diana farmacoldgica principal, la TS (Km =
109 nM vs. 1.3 nM de PMX-Pgls) (Figura 24), explican el resultado de la Figura 46C, donde la condicidn
experimental LPS PMX+FolAc GM-M@ iguala las condiciones del control LPS FolAc GM-M@,
macroéfagos estimulados con LPS en presencia de acido folinico.

FolAc pojac
FolAc FolAc
PMX  ~ Folac ** "~o" """ 510-metilen-THF
\ \_/DHF
RFC L
PMX —————p PMX-Pgl --f TS
FPGS
FolAc kE-H-—’/
FolAc
dTMP dUmMP

FolAc

Figura 72. La especificidad del efecto del antifolato PMX en macréfagos se verifica en presencia de acido folinico.
El 4cido folinico compite con PMX por la entrada al interior celular y por la formacién de poliglutamatos.

La adaptacion metabdlica de los macréfagos como consecuencia de su respuesta a estimulos
del microambiente resulta un componente clave en su polarizacidn y plasticidad fenotipica para
llevar a cabo sus funciones durante la homeostasis, inmunidad e inflamacion. Asi, el metabolismo de
macrdéfagos antiinflamatorios M-M@ se basa en la obtencién de energia de la oxidacién de acidos
grasos, fosforilacion oxidativa y metabolismo de la glutamina mientras que GM-M@ muestran
eventos metabdlicos que proporcionan energia de forma mas rapida a la célula y equivalentes
reductores necesarios para su actividad bactericida y proinflamatoria. GM-M@ muestran un
incremento en la sintesis de acidos grasos y la glicdlisis anaerdbica se induce tras la activacién,
aumentando la absorcién de glucosa y la conversién de piruvato a lactato *>#. En el contexto de la
inmunidad entrenada, la disminucion de lactato extracelular, del consumo de glucosa y la
modulacién del metabolismo hacia la fosforilacion oxidativa se asocian con el fendmeno de
tolerancia del sistema inmunitario innato 78 y con el perfil metabdlico de macréfagos
antiinflamatorios 8. De forma opuesta, el fenotipo de monocitos entrenados por B-glucano se asocia
con un aumento del consumo de glucosa, de la produccion de lactato y del ratio del ratio de NAD* a
su forma reducida NADH %6, En este sentido, como una primera aproximacion para determinar si
MTX y PMX presentan la capacidad de modificar el metabolismo de GM-M@, se han realizado
ensayos preliminares de medicién de la concentracion de lactato y glucosa extracelular en el
sobrenadante de macréfagos diferenciados en presencia de ambos antifolatos. MTX GM-M@ y PMX
GM-M@ presentan significativamente menor concentracién de lactato extracelular y un menor
consumo de glucosa que GM-M@, lo que indica un perfil metabdlico menos glicolitico en presencia
de ambos antifolatos. Asimismo, PMX GM-M@ han revelado una disminucién significativa del ratio
celular de NADP*/NADPH respecto a GM-M®@, que es compatible con un aumento de la capacidad de
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transporte de electrones mitocondrial y metabolismo oxidativo %%, Aunque estos datos son
preliminares resultan reproducibles y sugieren que a nivel basal MTX y PMX modifican el
metabolismo glicolitico de GM-M@, reducen el ratio de glicdlisis y promueven una transicién
metabdlica hacia la fosforilacién oxidativa asociado con el perfil metabdlico de macréfagos M-M@
antiinflamatorios %°. Sin embargo, estos datos resultan contradictorios con los datos
transcriptémicos que indican un efecto proinflamatorio de PMX y MTX en el perfil génico de GM-
M@, lo que sugiere profundizar en la modulacién del perfil bioenergético de macréfagos por ambos
antifolatos y analizar la tasa de respiracién mitocondrial y la acidificacién extracelular mediante
Seahorse. También se podria ampliar la informacién sobre sus mecanismos de reprogramacion
metabdlica mediante la determinacién del efecto de diferentes moduladores de la respiracidn
mitocondrial y glicdlisis sobre los efectos funcionales de MTX y PMX GM-M@. En el contexto de la
inmunidad entrenada, la produccion del metabolito itaconato es dependiente del gen IRG1 (inmune-
responsive gene 1), cuya expresion aumenta tras la exposicion a LPS. Dado que la expresién de IRG1
desempefia un papel clave en el estado de inmunosupresién durante la sepsis en humanos 1%, se
podria evaluar si la exposicién a MTX y PMX durante la diferenciacién de macréfagos GM-M@ v la
posterior exposicion a LPS altera la expresion de los niveles de itaconato o de /RG1 y, en su caso,
determinar la especificidad de los efectos en presencia de acido folinico. Ademas, en relacién con
MTX y AR, diferentes rutas metabdlicas y metabolitos de la respiracién mitocondrial y del
metabolismo de aminoacidos se han relacionado con la respuesta clinica a MTX en pacientes con AR
403 |o que plantea que seria interesante profundizar el estudio de estas rutas metabdlicas y en el
efecto funcional de MTX.

Tras la pandemia mundial de COVID-19 derivada de la infeccién con SARS-CoV-2, han sido
numerosos los esfuerzos que se han realizado para intentar encontrar farmacos potencialmente
eficaces para frenar el desarrollo de la enfermedad y mejorar la supervivencia de los pacientes.
Ademas de la tormenta de citoquinas representativa de la respuesta inflamatoria exacerbada inicial,
algunos estudios han demostrado que pacientes con COVID-19 también muestran un sistema
inmunitario exhausto o colapsado caracterizado por una inmunosupresion posterior 419413 que se
asemeja a la tolerancia a endotoxinas que ocurre en pacientes con sepsis °%17>, En este sentido, un
estudio reciente ha demostrado la capacidad de la glicoproteina spike (S) y la proteina de la
nucleocapside (N) de SARS-CoV-2 de inducir un fenotipo tolerante en PBMCs y monocitos de
donantes sanos que se revierte en presencia de anticuerpos especificos anti-S y -N. Este resultado
tiene especial relevancia al demostrar que pacientes con COVID-19 que desarrollan infecciones
secundarias independientes a SARS-CoV-2 muestran mayores niveles de S 'y N en plasma %,
Recientemente se ha descrito la implicacién del OCM en la patogenia de SARS-CoV-2. En las células
infectadas, SARS-CoV-2 deplecciona la glucosa y el folato e inhibe la traduccién de proteinas del
hospedador, pero no del mRNA viral. Estos resultados sugieren que el virus remodela el OCM a nivel
postranscripcional y emplea la sintesis de novo de purinas para inducir la sintesis del RNA y la
expresion de proteinas no estructurales, la replicacién viral y el efecto citopdtico. La relevancia
fisiopatoldgica del OCM en la infeccidén por SARS-CoV-2 en estos experimentos se ilustra mediante el
bloqueo de la replicacién viral con antifolatos como MTX #!4, Estos resultados sugieren ampliar la
investigacién sobre la implicaciéon del OCM del hospedador y la infeccion por SARS-CoV-2 vy, en la
posibilidad de la utilizacion de antifolatos como MTX o PMX, no solo por su mecanismo de accion
antiinflamatoria, sino también como posible terapia antiviral frente al actual SARS-CoV-2 y frente a
futuros coronavirus.
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El 5-MTHF es la forma reducida y biolégicamente activa de la vitamina B9 o folato y resulta
un cofactor esencial para las enzimas del OCM, donde la transferencia de un atomo de carbono
facilita la sintesis de nucleétidos y la metilacién del DNA y proteinas %7, La internalizacién de folato
en macroéfagos esta mediado por RFC, el transportador de folato acoplado a protones (PCFT) y por el
receptor de folato-B (FR-B) que difieren en la afinidad y al pH dptimo al que funcionan 2%. Mientras
que el RFC se expresa principalmente en macréfagos proinflamatorios GM-M@ in vivo e in vitro, PCFT
y FR-B se coexpresan en macréfagos residentes en tejido y M-M@ 22103415y estg expresion
diferencial de transportadores de folato en los macréfagos con diferente polarizaciéon determina su
capacidad para internalizar THF. En este sentido, macréfagos antiinflamatorios M-M@ retienen mas
folato y captan mayor cantidad de folato a pH neutro y dcido que GM-M@. El hecho de que la
expresién de transportadores de folato y la mayor o menor captacién de THF sea polarizacién
dependiente sugiere que los macréfagos juegan un papel importante en la disponibilidad de folatos
en condiciones fisioldgicas y patoldgicas #*° y resulta especialmente relevante considerando la
habilidad del acido félico de actuar como antagonista natural del receptor de hidrocarburos de arilo
(AhR) 4%, AhR es un factor de transcripcidon que regula genes implicados en procesos de
detoxificacion como los de la familia del citocromo P450 (CYP1A1, CYP1B1). Se considera un sensor
que participa en la deteccién de cambios y alteraciones que se producen en el microambiente celular
derivados de factores externos (medio ambiente y dieta) e internos (metabolismo del hospedador y
derivados de la flora comensal) y contribuye al mantenimiento de la homeostasis 17418, AhR se activa
por la union de ligando en respuesta a agonistas exdgenos como xenobidticos (dioxina) y en
respuesta a ligando naturales endégenos derivados del metabolismo del triptéfano (acido kinurénico
o FITCZ), componentes presentes en la dieta (vegetales cruciferos) y otros metabolitos como
bilirrubina o leucotrieno #. En contexto de macréfagos, aunque AhR se expresa durante la
diferenciacidon de macrdéfagos humanos in vitro en presencia de GM-CSF y M-CSF, la expresidn de sus
genes diana es mayor en M-M@ que GM-M@ vy sugiere la activacién preferencial de AhR en M-M@
antiinflamatorios (datos no publicados, cédigo TESEO ID 66755). En relacidon la memoria inmune
innata, se ha descrito la implicacién de AhR en la induccién de un estado de TE dependiente de la
enzima IDO1 y de TGF-B #1°. En consonancia con estos datos, la inhibicidon de AhR durante la
diferenciacion de M-M@ disminuye la expresidn de genes caracteristicos de su perfil antiinflamatorio
(como FOLR2), aumenta la expresién citoquinas inflamatorias (Activina A, IL-6 y TNF-a), reduce la
produccion de IL-10 en respuesta a LPS y modifica el perfil metabdlico, aumentando la expresién de
genes implicados en la via glicolitica y la produccién del lactato extracelular (datos no publicados,
codigo TESEO ID 66755). En este sentido, dada la implicacién de AhR en la induccién de un estado de
TE 4%, el folato podria contribuir a la memoria inmune innata, ademas de como cofactor del OCM,
como antagonista natural de AhR %16, y revertir el estado de tolerancia mediado por AhR 419,

CD14 media la adquisicion de un estado de tolerancia inducida por antifolatos en
macroéfagos

Los resultados del Capitulo Il demuestran la implicacion de CD14 en el establecimiento del efecto
pro-tolerante dependiente del OCM, tanto por PMX como por MTX, en macréfagos humanos. CD14
es una glicoproteina que esta anclada a la membrana plasmatica (mCD14) por un dominio
glicosilfosfatidilinositol (GPI) y se expresa en células de linaje mieloide como monocitos, macréfagos,
DCs y microglia. Al carecer de dominio intracelular, mCD14 acttiia como correceptor en combinacion
con proteinas TLR formando los complejos CD14-TLR2 y CD14-TLR4 que resultan mediadores clave
de la respuesta inflamatoria #2%*23, CD14 reconoce productos microbianos entre los que se
encuentran LPS, LTA y HSP70 374 y moléculas liberadas por células como los lipidos oxidados oxPAPC
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424 Los oxPAPC se generan en zonas de dafio tisular por la oxidacién de lipidos que contienen
fosforilcolina de la membrana plasmética de células en proceso de muerte #%°, CD14 captura e
internaliza estos fosfolipidos y la endocitosis de CD14 media la activacidn de células dendriticas y
macrofagos en respuesta a oxPAPC 4?4, Asi, al actuar como un PRR multiligando, mCD14 regula la
respuesta a infeccion y dafio.

En el contexto de la sefializacién de TLR4, el complejo LBP-LPS favorece la transferencia de
LPS al monémero de CD14, que concentra y presenta LPS al complejo TLR4-MD2 de la membrana
plasmatica. La unién de LPS a TLR4-MD2 hace que éste dimerice y active a las proteinas TIRAP, MyD88
e IRAK 373, De forma mas tardia, CD14 favorece la endocitosis del complejo TLR4-MD2 y controla la
internalizacidon de TLR4 en endosomas, que es requerida para la sefializacién desencadenada por el
adaptador TRIF y para la degradacién del receptor una vez ha finalizado la cascada inflamatoria 4%.
La regulacion de la sefializacion de LPS por CD14-TLR4 es compleja y la funcién de CD14 como
correceptor y PRR difiere en funcién del quimiotipo de LPS (rLPS o sLPS) y de su concentracién 8,
Concentraciones menores de 10 ng/ml de sLPS (smooth LPS producido principalmente por E.coli) son
incapaces de activar ambas rutas de TLR4, MyD88- y TRIF-dependientes, en ausencia de CD14, crucial
para la produccidon de TNF-a en macréfagos 8. Este dato concuerda con nuestros resultados que
muestran una menor expresion de mCD14 y de proteinas implicadas en las rutas de TLR4 MyD88- y
TRIF-dependientes, asi como, de la de la produccion de TNF-a en respuesta a 10 ng/ml de LPS (E. coli
cepa 0111:B4) de PMX en GM-M@. Respecto a TLR4, la expresion diferencial del mRNA de TLR4 en
presencia o no de PMX en GM-M@, a diferencia de su similitud en la expresién a nivel de proteina en
membrana, requiere de andlisis mas exhaustivos del efecto de PMX en la endocitosis de LPS-TLR4 en
GM-M@ para tener una vision mas completa del mecanismo molecular subyacente. Seria interesante
determinar, ademas de analizar la expresion de TLR4 permeabilizando las células, la expresion de
proteinas de la ruta de sefializacién de PLCy2-Syk, implicada en la internalizacidn de TLR4 en fagocitos
y fibroblastos en respuesta a LPS 4°,

Tras el encuentro con LPS, el complejo TLR4-MD2 heterodimeriza y se relocaliza en la
membrana plasmatica en microdominios de balsas lipidicas donde se localizan, entre otras, proteinas
con anclaje GPl como CD14 #, A pesar de que la reduccién de CD14 por MTX y PMX tiene lugar a
nivel de mRNA, una de las hipétesis iniciales planteadas al detectar la reduccién en la expresion de
mCD14 fue que el tratamiento con PMX podria aumentar la internalizacién de proteinas de la zona
de la balsa lipidica. A partir de los datos obtenidos del RNAseq, buscamos la expresion de proteinas
localizadas en estos microdominios como TLR2 y CD36 relacionadas con la funcién de mCD14 y con
la formacién del complejo CD14-CD36-TLR2-LTA. La comparacién del perfil génico de PMX GM-M@
vs. GM-M@ muestra una disminucidn significativa de TLR2 (-1.13, p=2.4973E%7) y de PMX GM-M@
vs.GM-M@ en respuesta a LPS muestra una disminucién significativa de CD36 (-0.61, p=0.01353375)
y TLR2 (-1.50, p=3.20E%) (datos no mostrados). EI LTA, 4cido lipoteicoico presente en bacterias Gram
positivas, se internaliza con el complejo CD14-CD36-TLR2 mediante endocitosis independiente a
clatrina. Sin embargo, la internalizacién de LTA-CD14-CD36-TLR2 y formacién del endosoma no es
necesaria para la sefalizacion en respuesta a LTA y, en concreto, se ha descrito que CD14 no es
necesario para la expresion de IFN mediada por la endocitosis de TLR2 374425, Estos datos sugieren
que la reduccién en la expresiéon de mCD14 en macrdéfagos tratados con PMX no se produce como
consecuencia de un aumento de la internalizacién de proteinas de la zona de la balsa lipidica. CD14
también se expresa en forma soluble (sCD14) en el medio extracelular 37>. sCD14 se genera por varios
mecanismos que incluyen la sintesis de novo, protedlisis de mCD14 o mediante endocitosis y
exocitosis 422, En linea con lo anteriormente expuesto y la expresion diferencial del mRNA de CD14
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en macrofagos tratados o no con PMX, la disminucién de sCD14 en PMX GM-M@ posiblemente
derive de una disminucidén directa de la neosintesis y expresion del gen CD14. Aun asi, la produccidn
de sCD14 también proviene del clivaje directo de su anclaje GPl a la membrana por fosfolipasas. Este
mecanismo se ha descrito en el plasma de pacientes con sepsis que presentan concentraciones
aumentadas de sCD14 %?7. En este sentido, se podria analizar la expresion diferencial de proteasas,
metaloproteasas o captesinas en PMX GM-M®@, MTX GM-M@ y GM-M@ y la concentracién de sCD14
en presencia de inhibidores especificos de las mismas.

En células que no expresan CD14 en membrana, como células endoteliales y epiteliales,
sCD14 es capaz de transferir LPS al complejo MD2-TLR4 e inducir la respuesta inflamatoria 374428, En
macroéfagos, sCD14 forma el complejo de membrana con TLR4 e induce una cascada de sefializacion
que implica la activacion de NFkB y del complejo del inflamosoma y estimula la produccion de
citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-8 y TNF-a de forma independiente a LPS #?2. En este
contexto, para confirmar la implicacién de CD14 en la adquisicidn de un estado de tolerancia cruzada
a LPS inducido por PMX y MTX en macréfagos empleamos la adicion de sCD14 recombinante que
restaurd la sensibilidad a LPS en PMX GM-M@ y MTX GM-M@. Este resultado amplia y refuerza el
conocimiento sobre el mecanismo de la accién de MTX en GM-M@, confirmando que su efecto
antiinflamatorio es consecuencia de su capacidad para reprogramar a macréfagos hacia un estado
de tolerancia cruzada a estimulos proinflamatorios mediado por un aumento de la expresion de A20
186 v por una disminucién de CD14. El MTX induce estrés celular y liberacion de ATP que mediante
CD39 y CD73 aumenta la produccion de adenosina extracelular con efecto inmunosupresor (Figura
18). Recientemente se ha descrito que la activacidn del receptor P2X7 (P2X7R) por ATP extracelular
induce la activaciéon del inflamosoma NLRP3 (70) y la liberacion de CD14 en vesiculares
extracelulares. La ausencia de CD14 compromete la produccion de citoquinas proinflamatorias por
macrdéfagos #3°, lo que apoya a la disminucion de la expresion de CD14 como mecanismo de la accidn
antiinflamatoria de MTX en macrdéfagos.

Nuestros resultados demuestran que el bloqueo del OCM por ambos antifolatos (MTX y
PMX) media la pérdida de expresion del gen y proteina de CD14. La relevancia fisioldgica de estos
resultados se incrementa, ademas, porque MTX y PMX no modifican la expresién de CD14 en
macrdéfagos diferenciados con M-CSF (M-M@), con perfil de polarizacion antiinflamatorios 4721249697,
Este dato apoyaria que MTX y PMX exhiban selectividad por macréfagos proinflamatorios 82 y que
la especificidad de ambos antifolatos por GM-M@ esta estrechamente ligada a su capacidad para
inhibir la enzima TS, dado que GM-M@ presentan mayores niveles de expresiéon de TS que M-M@.
Ademas, la formacién de MTX-Pgl en GM-M@ es mayor (MTX-Pgl, y MTX-Pgls) que en M-M@ 18, lo
que permite sugerir que una mayor poliglutamilacién intracelular de PMX en GM-M@ favoreceria la
selectividad de PMX por este tipo de macréfagos, a falta de confirmar en futuros experimentos.

Identificacion de CD14 soluble como un potencial biomarcador de respuesta a
metotrexato en pacientes con artritis reumatoide

sCD14 se considera un DAMP implicado en el mantenimiento de la inflamacidn tisular 422431, En
pacientes con sepsis *32, infecciones bacterianas #2433, neumonia #3*43, enfermedades inflamatorias
crénicas como lupus eritematoso %7 y COVID-19 %3¢ se ha detectado la concentracidn elevada de
sCD14 en el suero, y también en el suero y en el lavado bronqueoalveolar de pacientes con sindrome
de dificultad respiratoria aguda “*’. En relacién con células mieloides, se ha descrito la
sobreproducciéon de sCD14 por macrofagos derivados de monocitos de pacientes con fibrosis
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quistica, enfermedad caracterizada por una inflamacién persistente *3'. En el contexto de la AR,
algunos estudios evidencian la implicacion de sCD14 en la patogénesis de la enfermedad. Los niveles
de sCD14 son mayores en el liquido sinovial, suero y plasma de pacientes con AR en comparacion
con pacientes de osteoartritis y controles sanos 43¥#41, Ademas, los niveles de sCD14 en suero de
pacientes con AR correlacionan significativamente con los niveles de IL-6 y PCR y junto con los valores
DAS28 y PCR, disminuyen en respuesta al tratamiento con iTNF-a (infliximab y etanercept) 4*2. A su
vez, se ha sugerido que los niveles de sCD14 en orina de pacientes con AR tienen un valor diagndstico
comparable al de mediciones en suero con un valor mas predictivo para la actividad de la
enfermedad #*3. Sin embargo, apenas existen trabajos que describan el papel de sCD14 en la
patogénesis de AR, a excepcidon de un estudio que describe su implicacién como un activador
endogeno proinflamatorio en fibroblastos aislados de pacientes con AR (FLS-AR). sCD14 aumenta la
proliferacidon de FLS y la produccidn de citoquinas proinflamatorias, quimioquinas y mediadores de
inflamacién (IL-6, IL-8, ICAM-1, IL-1B, GM-CSF, CXCL10 y TNF-a) via TLR4 en ausencia de LPS y su
efecto se incrementa en presencia de TNF-a e IL-17A, citoquinas que desempefian un papel clave en
la patogénesis de AR.

Tal y como se comentd en la Introduccion (ver apartado 5.2.2), se han descrito
recientemente tres categorias histolégicas de acuerdo con el enriquecimiento del tipo celular
presente en el sinovio de pacientes con artritis de reciente comienzo. En el patotipo pauci-inmune
predominan los fibroblastos, en el patotipo mieloide o mieloide-difuso, células mieloides vy, el
patotipo linfo-mieloide, presenta macroéfagos, células B y T. La infiltracion persistente y la alta
acumulacién de células plasmaticas en el sinovio caracteristica del patotipo linfoide se asocia con
mayor actividad de la enfermedad y destruccién articular 3!, En este contexto, el andlisis de
expresion de CD14 en los tres patotipos (https://peac.hpc.gmul.ac.uk/) muestra que su expresion es

mayor en el patotipo linfoide que en el patotipo mieloide (p=3.1e-03) o fibroide (p=1.9e-07) y se
correlaciona positivamente con la actividad de la enfermedad (DAS28-VSG: r=0.37, p=0.00072; v,
DAS28-PCR: r=0.33, p=0.0028) “**. La modulacidén de la expresién de CD14 por antifolatos apoya la
accion antiinflamatoria de MTX en AR y permite sugerir que el tratamiento con MTX en pacientes
con AR podria inducir menores niveles de sCD14 y mCD14 en células mieloides y menor respuesta a
DAMPs, lo que disminuiria globalmente la inflamacién. En linea con esta hipodtesis, nuestros
resultados muestran como la concentracion de sCD14 disminuye en el plasma de pacientes con AR
de reciente comienzo tras el tratamiento con MTX (15-25 mg/semana) durante 6 meses y
correlacionan positivamente con la actividad de la enfermedad medida mediante DAS28 y PCR
(cohorte de inicio). Los resultados son especialmente relevantes cuando se validan y amplian en otra
cohorte de pacientes (cohorte de validaciéon) formada por pacientes con AR respondedores y no
respondedores a MTX, donde los niveles de sCD14 sérico disminuyen tras 6 meses de tratamiento
con MTX Unicamente en los pacientes respondedores al farmaco y correlacionan positivamente con
el DAS28 (Figura 73).

Los niveles basales de sCD14 de los pacientes respondedores a MTX resultaron
significativamente mas altos que los de pacientes no respondedores a MTX y controles sanos y el
parametro AsCD14 resultd significativamente mayor en pacientes con AR respondedores a MTX.
Estos resultados sugerian estudiar a ambas variables como posibles predictoras de la respuesta
clinica a MTX, una herramienta que actualmente no existe pese a ser el farmaco de referencia en AR
444 E| célculo de los odds ratio (OR) en base a los puntos de corte seleccionados del analisis de curvas
ROCy el ajuste de los OR en base a otras variables que modifican la respuesta a MTX (sexo, edad y
DAS28) confirmaron que AsCD14 y sCD14 basal predicen de forma muy significativa la respuesta a
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MTX. En concreto, pacientes con AR con niveles basales séricos de sCD14 superiores a 2460 ng/ml
resultan 25.49 veces mas probables ser respondedores a MTX y pacientes con un valor de AsCD14
superior a 188 ng/ml son 40.35 veces mas probables ser respondedores a MTX. Por tanto, aunque
son datos preliminares que se deben validar y ampliar en cohortes mas grandes, podemos confirmar
que la determinacién de los niveles séricos de sCD14 podria ser una herramienta atil en la practica
clinica habitual para predecir la repuesta a MTX en pacientes con artritis reumatoide.

Pacientes AR

3| respondedores a MTX

Basal 6 meses tratamiento
/ g / !
DAS28 > 5.1 disminuye
DAS28 3.1-5.1 DAS28

e Y4
Y X
o:.': °

sCD14 disminuye sCD14
Sérico Sérico

Figura 73. Los niveles de sCD14 sérico disminuyen en pacientes con artritis reumatoide respondedores a la terapia
con MTX. Los niveles de actividad de la enfermedad se midieron con el indice DAS28. Todos los pacientes seleccionados en la visita
basal presentaron niveles de actividad moderados (DAS28 3.1-5.1) o altos (DAS28 > 5.1). Tras 6 meses de tratamiento con 15-25 mg
alasemana de MTX en monoterapia los niveles de CD14 soluble (sCD14) disminuyen en el suero de pacientes con artritis reumatoide
respondedores a la terapia con MTX y correlacionan positivamente con el DAS28. Los criterios de repuesta clinica a MTX tras seis
meses del tratamiento se describen en la Tabla 2.

Segun las recomendaciones EULAR 2010 para el tratamiento de pacientes con AR 2%, todos
los pacientes deben ser tratados con MTX tan pronto como se establezca el diagnéstico clinico de la
enfermedady la probabilidad de obtener una respuesta favorable al fdirmaco y una menor progresion
de la enfermedad es mayor cuanto menor sea el tiempo transcurrido desde el diagndstico hasta el
inicio del tratamiento 2*1%%>, En este sentido, considerando la importancia de la ventana de
oportunidad para lograr una remision temprana de la enfermedad, podria ser de interés seleccionar
a los pacientes con mayores OR de sCD14 como pacientes respondedores a MTX. Antes de iniciar la
terapia con MTX, niveles basales bajos de sCD14 (ng/ml) podrian identificar a pacientes no
respondedores al farmaco en los que se emplearia como estrategia terapéutica un FAMEs con un
mecanismo de accidn diferente al MTX, evitando asi el sobretratamiento innecesario. Ademas, dado
gue existe una superposicién suficiente de los niveles basales de sCD14 entre pacientes
respondedores y no a MTX, también podria ser util medir la variacién de los niveles de sCD14 a lo
largo del seguimiento de la enfermedad para los casos en los que disminuya la respuesta y en casos
dudosos de desarrollo de resistencia al farmaco.

En referencia a la respuesta clinica al fdrmaco, se han intentado definir marcadores clinicos
y de laboratorio que sean Utiles en predecir la respuesta a MTX en pacientes con AR pero hasta la
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fecha no se ha validado ningun factor o biomarcador predictivo. Algunas variables como HAQ, BMI o
NAD altos, bajos niveles de folato en eritrocitos, SNPs en los genes ABCB1 y ABCC3, valores de FR
negativo, tabaco, e incluso la ausencia del consumo de alcohol, se han asociado con una peor
respuesta al farmaco **®*¥7. Aun asi, los marcadores identificados no se reproducen entre estudios y
algunos resultados resultan contradictorios como es el caso de la asociaciéon entre una peor
respuesta a MTX y altos niveles de DAS28 446447 o bajos niveles de DAS28 %8, Recientemente se ha
identificado una disminucién del &cido Urico en los pacientes con AR que responden al MTX 4%° y
algunos grupos han intentado definir metabolitos o determinadas enzimas metabélicas implicados
en la respuesta clinica a MTX. Un estudio reciente propone a la homocistina, la enzima glicerol-3-
fosfatasa y los acidos 1,3-/2,3-difosfoglicéricos como marcadores predictivos de una respuesta
insuficiente a MTX, aunque estos datos son preliminares y no se han validado en cohortes externas
499 En cuanto a células T, Peres y colaboradores #*° han demostrado que la disminucion de la
expresién de CD39 en células Treg podria considerarse un biomarcador de resistencia a MTX en AR
mientras que el trabajo de Gupta y colaboradores #*° han identificado la frecuencia de linfocitos Treg
CD39* como biomarcador de la respuesta al tratamiento con MTX en AR tras 4 meses de terapia.
Ademas de presentar diferentes criterios para la definicion de la respuesta clinica a MTX y un tiempo
variable después del tratamiento con el farmaco, todos estos estudios mencionados han sido por lo
general pequeios, lo que ha supuesto la obtencién de una variedad de resultados diferentes y, a
veces, contradictorios. Aunque nuestro estudio clinico también presenta un pequefio tamano
muestral y requiere ampliar el nimero de pacientes de la cohorte de validacién, proporciona el
mecanismo molecular que respalda la modulacién de sCD14 por antifolatos. Asi, la relevancia de los
resultados del Capitulo Il muestran la implicacién de CD14 en la respuesta a MTX, no solo como un
nuevo mecanismo de su accidon antiinflamatoria de MTX en la AR, sino también como una
herramienta clinica eficaz para predecir o evaluar la respuesta a MTX en pacientes con AR.

PMX como antifolato con efecto antiinflamatorio

El propdsito final de este estudio era ampliar el conocimiento sobre la implicacion del OCM en la
memoria inmune innata y comparar el efecto de la accién reprogramadora de macrdéfagos de los
antifolatos MTX y PMX. Con analogia al MTX, el PMX también actua selectivamente en macréfagos
diferenciados con GM-CSF que expresan la TS (GM-M@ TS*), similares a los que se encuentran en la
cavidad sinovial de la AR °1, mientras que no tiene efecto en macréfagos diferenciados con M-CSF
(M-M@). Ademas, el PMX es capaz de aumentar la expresidon de algunos genes regulados por MTX,
como CCL2, LIF, MET y GDF15, relacionados con la respuesta inflamatoria y la enfermedad reumatica
en este tipo de macréfagos 1. Dado que los resultados del Capitulo Il indican que ambos antifolatos
son capaces de inducir inmunidad entrenada nos permiten hipotetizar que el PMX podria ser
estudiado como potencial terapia alternativa en AR.

El PMX es un farmaco quimioterapeutico empleado para el tratamiento de carcinomas de
pulmdn considerado como uno de los antifolatos cldsicos. En la actualidad, todos los estudios del
PMX en desarrollo abordan el dmbito de quimioterapia, especificamente abordan el uso del farmaco
en mesotelioma, linfoma nervioso central y NSCLC %3452, En este sentido este trabajo también
proporciona evidencias que pueden extrapolarse al potencial del efecto del PMX en el contexto del
estroma tumoral y de macréfagos residentes de tumor (TAMs). Sin embargo, el PMX no esta
aprobado para el tratamiento de la AR y hasta el momento no existen ensayos clinicos evaluando
esta posibilidad ni informes clinicos sobre la evoluciéon de pacientes con AR en quimioterapia con
PMX.
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El MTX constituye el FAME de primera eleccién en el tratamiento de la AR y las
recomendaciones EULAR para el manejo de la enfermedad (Figura 15) indican “Si el objetivo del
tratamiento no se logra con la primera estrategia de FAMEsc (MTX o leflunomida/sulfasalazina para
pacientes con una contraindicacion para MTX), en ausencia de factores de mal prondstico, se deben
considerar otros FAMEsc” y “Si el objetivo del tratamiento no se logra con la primera estrategia de
FAMEsc, cuando estdn presentes factores de mal prondstico, se debe considerar la adicion de un
FAMED o un FAMEs dirigido” %37. Teniendo en cuenta las recomendaciones EULAR, el hecho de que
ambos antifolatos modifiquen de forma similar el fenotipo de macréfagos y que la administracién de
PMX sea via intravenosa, especulamos que la posibilidad de testar el PMX como farmaco en el
tratamiento de AR es muy reducida. No obstante, tal y como se muestra en la Figura 24 (ver
Introduccion, apartado 4.4.), el PMX presenta una serie de parametros cinéticos que suponen una
ventaja farmacoldgica frente al MTX entre los que se incluyen una mayor afinidad por los
transportadores que median la internalizacidn de antifolatos que el MTX (RFC y PCFT) y una mayor
cinética de poliglutamilacidn. Esto implica que una retencién y semivida intracelular de mas larga de
PMX-Pgl lo que supone una accion del fdirmaco prolongada y mayor tiempo de inhibicién de sus
enzimas diana 268278, Ademas, el PMX presenta mayor capacidad inhibitoria de la TS resultando ésta
su principal diana %4268, y este dato tiene especial relevancia al demostrar la implicacién de TS en la
disminucién de CD14 por PMX y en su efecto antiinflamatorio global en GM-M@ en respuesta al
ligando de TLR4 LPS.

Uno de los primeros estudios del uso de PMX en enfermedades inflamatorias crdnicas se da
en un modelo de artritis inducida por coldgeno (CIA) en ratas 238, donde la inyeccién de coldgeno tipo
Il produce el desarrollo de una artritis poliarticular severa que se asemeja a la artritis reumatoide en

humano 43

. En este modelo se evidencia el potencial terapéutico del PMX como farmaco
antiartritico, ya que el tratamiento con PMX reduce los niveles de TNF-a e IL-17 en suero y la
infiltracion articular de células inflamatorias. Otro estudio en pacientes de AR ha descrito como el
PMX es capaz de disminuir la produccién de TNF-a de linfocitos T #*4. Estos estudios indican una
accion antiinflamatoria del PMX ex vivo e in vivo pero su efectividad no se ha estudiado en células
del sistema inmunitario innato. Este trabajo supone, a nuestro conocimiento, el primer estudio que
evidencia que el PMX ejerce un gran efecto de reprogramacién de macréfagos humanos, lo que abre
una nueva via de estudio y sugiere ampliar la investigacion de este fdrmaco mas alla del limite de su

utilidad clinica actual.

GM-CSF como un fuerte conductor de la polarizacion de macréfagos hacia un perfil
proinflamatorio en artritis indiferenciada persistente y en evolucién

En la valoracion clinica de la artritis indiferenciada (Al) resulta clave la determinacién del prondstico
del paciente, si la artritis remitira, se mantendrd con una actividad limitada o si evolucionara a una
artritis definida y erosiva como la artritis reumatoide (AR) o artritis psoridsica (APs), para poder
implantar un tratamiento eficaz. La identificacién de pacientes que progresan o evolucionan a AR
(AI-AR) o a APs (Al-APs) resulta fundamental para desarrollar una estrategia terapéutica temprana,
prevenir el sobretratamiento innecesario e incluso modificar el curso de la enfermedad y frenar la
progresion a la fase definida %°>. Sin embargo, se carece de biomarcadores validados de diagndstico
y clasificacion temprana de Al y el diagnéstico diferencial entre AR y APs en las etapas iniciales de la
Al resulta complejo debido a la falta de criterios especificos de clasificacidon. En este sentido, la
busqueda de biomarcadores que permitan una clasificacion temprana de pacientes de Al ha
aumentado recientemente el interés en el estudio del tejido sinovial inflamado o sinovitis como
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diana principal de las enfermedades articulares inflamatorias 37. Los macréfagos contribuyen a la
sinovitis y a la destruccidn de la articulacion mediante la produccién de citoquinas proinflamatorias
y otros mediadores de la inflamacion que, ademas de su accidn directa, inducen la sintesis de otros
mediadores solubles que amplifican la sefial 4313, Dado que el estado de polarizacién de macréfagos
es estimulo-dependiente, y que en el contexto de sinovitis se detectan tanto citoquinas
proinflamatorias (TNF-a) como antiinflamatorias (IL-10) 43> |a identificacion de marcadores
moleculares que identifiquen las funciones efectoras de los macréfagos sinoviales durante las
diferentes fases de evolucion de la artritis resulta relevante para el desarrollo potencial de terapias
inmunomoduladoras y antiinflamatorias. Los resultados del Capitulo /Il de la tesis suponen el primer
estudio que analiza la expresién de la citoquina GM-CSF y su fuente celular de produccién, asi como
la densidad y estado de polarizacion de macrofagos en la sinovitis de las enfermedades inmunes
articulares mas prevalentes, AR y APs, y sus fases indiferenciadas.

A diferencia de la membrana sinovial sana, nuestros resultados muestran la expresion
generalizada de GM-CSF en la membrana sinovial de artritis indiferenciada en evolucion (Al-AR y Al-
APs) y artritis establecida (Al, AR y APs). Al contrario que M-CSF, los niveles de GM-CSF en la
circulacion sistémica son indetectables en condiciones homeostaticas pero se inducen en
condiciones de inflamacién y dafio artritico 834°¢. Tal y como se comenté en la Introduccién (ver
apartado 1.5.1.), existen multitud de estudios que evidencian el papel de GM-CSF como mediador
de inflamacidn tisular 807 y que sugieren su implicacién en el inicio y desarrollo de la artritis
75,103,110 | 3 sefializacidon de GM-CSF a través de su receptor GM-CSFR (CD116), sobreexpresado en
macrofagos CD68 y CD163 del sinovio de pacientes con AR y APs 110, desencadena la activacidn de
vias la sefializacion que involucran JAK2/STAT5, NFkB, ERK y PI3K-Akt y la produccion de mediadores
inflamatorios que activan a fibroblastos (FLS) y macréfagos, la diferenciacion de células T efectoras
e inducen angiogénesis 7>73, FLS, macréfagos y células adyacentes producen, a su vez, GM-CSF y otras
citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-23 o TNF-a constituyendo una red de comunicacién
y retroalimentaciéon positiva entre inmunidad innata y adaptativa. Esta coregulacion celular
interdependiente en la que GM-CSF estimula atiin mas la produccion de GM-CSF de manera autocrina
y paracrina explicaria la implicacion de GM-CSF el desarrollo de la inflamacién crénica y
autoinmunidad 7283456457

CD90 (Thy-1) es una proteina con anclaje GPl que se expresa en células endoteliales
activadas, fibroblastos y un subgrupo de células madre CD34" periféricas 4°8. Los fibroblastos del
tejido sinovial CD90* se considera el subgrupo de fibroblastos patogénicos implicados en la
destruccidn dsea y en el reclutamiento del resto de células inmunes al sinovio. Se ha descrito que la
proporcion de fibroblastos CD90* es mayor en la membrana sinovial de pacientes con AR que en
pacientes con osteoartritis (OA) #°°. Nuestros resultados apoyan el fenotipo patogénico de los
fibroblastos CD90* FAP* GM-CSF* en la membrana sinovial tanto de Al persistente como de sus
formas en evolucién y artritis establecidas. Aunque publicaciones recientes han demostrado la
expresion de GM-CSF por linfocitos Thl, Th17 y exTh17 de tejido sinovial de APs mediante citometria
de flujo y el numero de linfocitos de cada subgrupo correlaciona con el grado de actividad de la
enfermedad medida con el indice DAPSA (Disease Activity PSoriatic Arthritis) 6%, no hemos podido
confirmar la expresion de GM-CSF por células CD3* o CD4* en las muestras de membrana sinovial de
APs ni de ningln otro grupo experimental. También se determind la expresién de GM-CSF en
muestras pareadas de liquido sinovial (LS) de todos los grupos de artritis, solo detectamos GM-CSF
en el LS de una muestra de Al-APs y de cuatro pacientes de Al persistente. El grupo experimental de
Al persistente estaba compuesto por pacientes en tratamiento con FAMEsc (Al FAMEsc, n=7) y
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pacientes que no habian empezado tratamiento en el momento de la artroscopia (Al naive, n=9)
(Tabla 16). En las muestras de LS de Al donde se detectd la expresion de GM-CSF se correspondian
con pacientes Al naive, lo que explicaria y apoyaria la expresion de GM-CSF en el contexto de
inflamacidén 72.734%,

Al contrario que la expresién de GM-CSF, se detectd expresion de activina A en LS de todos
los grupos experimentales de artritis. La activina A contribuye a la polarizacién de macrdéfagos
proinflamatorios por GM-CSF (GM-M@) vy limita la adquisicion de un fenotipo antiinflamatorio
inducido por M-CSF %9, En el contexto de la AR, los niveles de activina A son mayores en el liquido
y membrana sinovial de pacientes con AR activa que en controles sanos 92461462 y contribuye a la
polarizacién de macréfagos del liquido sinovial ®°. La activina A se encuentra elevada en fases iniciales
de otras enfermedades inflamatorias y exhibe un efecto dual en inflamacién en funcién de su
concentracion y del contexto celular %63, Como otros miembros de la familia del TGF-B, muestra
funciones proinflamatorias o antiinflamatorias en funcién de su concentracién 93463464 En el
contexto de nuestro estudio, la concentracién de activina A entre pacientes del mismo grupo
experimental resultd variable (rango entre 0.2-72 ng/ml) pero todos los niveles se encuentran en su
actividad proinflamatoria #%3. La comparativa entre los diferentes grupos experimentales reveld una
mayor concentraciéon de activina A en LS de AI-AR siginificativamente mayor que en Al persistente.
Este resultado, a falta de confirmar en cohortes de pacientes mas amplias, nos permite especular
gue un aumento de la concentracidn de activina A en LS podria ser un marcador de transicién de fase
indiferenciada a fase establecida de AR.

Los marcadores proinflamatorios activina A, MMP12 y TNF-a se detectaron en todas las
muestras analizadas de artritis en comparacién con el tejido sinovial sano, lo que apoya,
nuevamente, la influencia de GM-CSF en el contexto de inflamacién. De esta forma, los resultados
del Capitulo 11l confirman los resultados descritos de nuestro grupo en membrana y liquido sinovial
de AR ?° y se extienden a la sinovitis de APs y sus respectivas fases indiferenciadas (Al-AR y Al-APs)
junto con Al persistente y sugiere que el perfil de polarizacién de macréfagos en la membrana
sinovial de todas las fases de artritis del estudio es predominantemente proinflamatorio. Los
macréfagos son la fuente principal de MMP12 31 que contribuye significativamente a la destruccién
articular a partir de la degradaciéon de fibronectina y proteoglicanos de la matriz extracelular y
cartilago y de la activacién de otras metaloproteinasas como MMP2 y MMP3. El resultado mas
relevante en relacién con la expresion de MMP12 es que los macrofagos CD163* de la membrana
sinovial de pacientes con artritis indiferenciada en evolucidn (AI-AR y Al-APs) presentan menores
niveles de expresion de MMP12 que macréfagos CD163* de la membrana sinovial de pacientes con
Al persistente. A falta de confirmar en cohortes de pacientes mas grandes, el resultado permite
especular que una disminucién en la expresion de MMP12 en macréfagos CD163* del sublining de la
membrana sinovial podria emplearse como un marcador distintivo de transicién entre la artritis
indiferenciada y establecida (AR y APs).

La AR y APs son enfermedades inflamatorias crdnicas cuya patogénesis difiere debido a la
diferente implicacidn de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo en cada una ellas, y que se
ilustra por los diferentes farmacos biolégicos empleados en su tratamiento. Asi, mientras que
ustekinumab, inhibidor del eje IL-17/IL-23, se emplea en APs y no en AR 3#7, fdrmacos anti-CD20 como
rituximab o anti-IL-6R como sarilumab o tocilizumab son eficientes en AR pero no en APs 3%, La
justificacion preclinica para emplear a GM-CSF como diana terapéutica en condiciones de
inflamacidén y autoinmunidad es sélida y un gran nimero de ensayos clinicos que evaluan el efecto
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del bloqueo de GM-CSF o su receptor, GM-CSFR, han mostrado respuestas clinicas favorables sin
condicionantes de seguridad #°. En este contexto, nuestros resultados confirman y apoyan la idea
de que GM-CSF funciona como un fuerte conductor de la polarizacion de macréfagos
proinflamatorios e inmunoestimuladores 8°%402 en artritis en diferentes fases de evolucidn y artritis
establecidas, lo que sugiere y plantea a GM-CSF como una potencial diana terapéutica no solo en AR
120 sino también en APs, sus fases indiferenciadas y Al persistente. Respecto al receptor de GM-CSF,
mavrilimumab, un anticuerpo 1gG4 dirigido contra GM-CSFR-a, muestra eficiencia clinica sobre el
dafio articular en AR. Recientemente se ha descrito su eficacia en pacientes de COVID-19 severo y
actualmente estan en desarrollo nuevos ensayos clinicos para su evaluacién (NCT04399980 vy
NCT04397497) #%>, En este sentido, acorde a nuestros resultados, también podria evaluarse el efecto
clinico de este anti-GM-CSFR en pacientes con Al y con APs.

Dos poblaciones de macréfagos CD209 se expresan en artritis indiferenciada, artritis
reumatoide y artritis psoriasica

CD209 (DC-SIGN) es una lectina de tipo C transmembrana que se expresa en células mieloides. DC-
SIGN se expresa en DCs mieloides in vivo %%®, DCs derivadas de monocitos %¢’ y macréfagos
polarizados con IL-4 in vitro “68, La citoquina M-CSF induce la diferenciacién de macréfagos CD209*
in vitro con un perfil antiinflamatorio e inmunosupresor que producen altos niveles de IL-10 en
respuesta a PAMPS 104 La expresidon de CD209 también se induce por IL-4 e IL-13 y se inhibe por
estimulos proinflamatorios como TNF-a o LPS %% M-CSF induce la expresién de CD209 en
macrofagos residentes de tejido #>4%8 que resultan indispensables en la homeostasis y el desarrollo
del tejido, asi como en la resolucién de la inflamacidn, mantenimiento y reparacion tras el dafio
tisular 3. CD209 reconoce y une carbohidratos de tipo manosa de bacterias y hongos. La unién del
ligando con su receptor activa la fagocitosis en macréfagos y potencia la produccién de IL-10 1%, Los
resultados del Capitulo Ill muestran la expresion de CD209 tanto en macroéfagos CD163* de la
membrana sinovial de artritis establecida (Al, AR, APs) o en evolucion (AI-AR, Al-APs) como en
macrofagos de membrana sinovial sana y sugieren la presencia de macrdfagos antiinflamatorios e
inmunoreguladores en condiciones fisioldgicas y en inflamacion.

Aun asi, en tejidos inflamados los macréfagos también pueden presentar una gran
heterogeneidad de perfiles de polarizacidn cuya adquisicion depende de las sefales del
microambiente tisular. En el contexto de la artritis, estudios recientes empleando tecnologia single
cell han descrito nuevos biomarcadores que discriminan entre macréfagos proinflamatorios y
macrdéfagos con un perfil antiinflamatorio y reparativo 324325463470 Aliverniniy colaboradores 324, han
demostrado que no todos los macréfagos del tejido sinovial de AR son inflamatorios (MerTK") y que
el subgrupo que expresa MerTK (MerTK*), expresados mayoritariamente en tejido sinovial sano,
estan implicados en la remisidn de AR. Otro articulo que estudia poblaciones celulares en ratén
describe la accidn antiinflamatoria y reparadora de macréfagos CXsCR1* TREM?*, que provienen de la
proliferacion de macréfagos residentes CXsCR1°, y su implicacién en la remisién de AR 32, En este
sentido, la existencia de dos subgrupos de macréfagos en base a la expresion de CD209 (CD163*
CD209"9" y CD163* CD209/") que expresan marcadores proinflamatorios (activina A, MMP12 y TNF-
a) permite hipotetizar que la poblacién CD163* CD209"9" quizas se corresponda con macréfagos en
proceso de repolarizacion hacia un perfil antiinflamatorio y reparativo. Ademds, forma similar a la
poblacidn de macrdéfagos residentes CX3CR1 o MerTK*, expresados en tejido sinovial sano e
implicados en la remisidn de AR, macréfagos CD163* CD209"9" expresados preferencialmente en APs
podrian estar implicados en la remision de la enfermedad. Todos estos datos abren una nueva via de
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estudio para profundizar en la que seria interesante evaluar la expresién de marcadores como
CX3CR1 y MerTK* con el objetivo de determinar las funciones efectoras de los macréfagos sinoviales
durante las diferentes fases de evolucidn de la artritis.

El aumento de la densidad de macréfagos como posible indicador de transicion de
artritis indiferenciada a artritis establecidas

De manera generalizada, el nimero de macréfagos aumenta al inicio de la sinovitis. Por ejemplo, la
AR y APs cursan de forma similar respecto a la infiltracion masiva de macréfagos en la membrana
sinovial 339340378 que se asocia con el dafio y la destruccién articular 36317349 E| nimero de
macrofagos del sublining se considera un potencial biomarcador de la respuesta al tratamiento. En
APs, el tratamiento efectivo con anti-TNF 3°1352471 g anti-CTLA-4 *’? reduce el nimero de macroéfagos
del tejido sinovial y, en pacientes con AR, el nimero de macréfagos del sublining difiere entre
tratamiento efectivo o no 3%, disminuyendo en respuesta al tratamiento con anti-TNF 322 y con
corticoides intraarticulares 323. Nuestros datos muestran que la densidad de macréfagos CD163* es
significativamente mayor en el tejido sinovial de Al en evolucidon (AI-AR y AI-APs) que en Al
persistente. Este resultado concuerda con que una mayor proporcion de pacientes del grupo Al (7
de n=16, 44%) recibian terapia con FAMEsc en comparacién con pacientes del grupo Al-AR (2 de n=8,
25%), pero resultd inesperado en el contexto de APs, donde la proporcion de pacientes de Al-APs en
tratamiento con FAMEsc fue significativamente mayor a la de pacientes de APs (Tabla 16). Aun asi,
el 56% de los pacientes Al no habian empezado tratamiento con FAMEsc en el momento de
obtencion de la biopsia sinovial (Al naive) y, a nivel global, Al presenta menor densidad de
macrofagos CD163* que AI-AR y Al-APs y sus formas establecidas, AR y APs. Por lo que, aunque el
tratamiento con FAMEsc puede interferir en los resultados debido a los efectos inmunomoduladores
de los farmacos, este factor se puede comparar de forma global en todos los grupos experimentales.
Los resultados indican una menor densidad de macréfagos CD163* en pacientes con Al persistente
que en las fases en evolucidn, Al-AR y Al-APs, o AR y APs establecidas. De forma cautelosa, y acorde
a resultados recientes de Cuervo A. y colaboradores 238, nuestros datos permiten sugerir que un
aumento de la densidad de macréfagos CD163* en el sublining de la membrana sinovial podria
emplearse como indicador de artritis indiferenciada que evoluciona a fases establecidas de AR y APs.
Por ultimo, aunque algunos autores han correlacionado indicadores de la actividad de la enfermedad
como PCR, VSG y NAT con el nimero de macréfagos CD163* en la membrana sinovial de AR 312320 y
APs 3%0, nuestros datos, posiblemente debido al pequefio tamafio de la cohorte, no mostraron
correlacién significativa entre la densidad de macréfagos CD163* y actividad de la enfermedad
medida con el DAS28 en los grupos experimentales del estudio (Tabla 18).

Al Al-AR AR Al-APs APs
CcD163* - DAS28
(n=16) (n=9) (n=12) (n=9) (n=10)
coeficiente de correlacion 0.085 0.143 0.046 0.310 0.167
p-valor 0.753 0.736 0.887 0.417 0.668

Tabla 18. Correlacion entre la densidad de macréfagos CD163* de la membrana sinovial de artritis en diferentes
fases de evolucion y artritis establecida y la actividad de la enfermedad. El grado de actividad de la enfermedad se midié
mediante el indice DAS28 (Disease Activity Score 28) (no significativo, test de Spearman).

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones que incluyen el disefio retrospectivo y el
tamafio muestral. La cohorte de pacientes Al se recluta desde el afio 2000 lo que explica que los
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criterios ACR empleados para la clasificacion de AR se corresponden con los de 1987 28! y los
resultados de este estudio no pueden aplicarse a los criterios ACR2010 2*1. Aun asi, la relevancia
clinica y la potencia de este estudio se refiere fundamentalmente al seguimiento y evolucién de los
pacientes con Al hasta que son clasificados en AR o APs o se mantienen en Al persistente.

De forma global, nuestros datos han puesto de manifiesto la importancia de la expresion
generalizada de GM-CSF en fases de artritis en evolucion (Al-AR y Al-APs) y establecidas (Al, AR y APs)
y sugieren el papel de GM-CSF desde el inicio de la sinovitis articular en la artritis. Asimismo,
constatan la relevancia del perfil proinflamatorio y de la densidad de macréfagos en la etiopatogenia
de AR, APs, Al y sus fases indiferenciadas. En base al objetivo de identificar posibles biomarcadores
de diagndstico y clasificacion temprana de Al, hemos identificado que la densidad de macréfagos y
la expresion de MMP12 en membrana sinovial difieren entre pacientes con Al persistente y sus fases
en evolucién (AI-AR y Al-APs), lo que sugiere que ambos marcadores podrian emplearse como
indicadores de transicién entre Al y fases establecidas de AR y AP. Ademas, el liquido sinovial de
pacientes con Al-AR presenta mayor expresion de activina A que el de pacientes con Al persistente,
sugiriendo el papel de la activina A como biomarcador de transicidn entre Al y AR.
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1. Metotrexato (MTX) in vivo induce la adquisicién de un estado de tolerancia cruzada a LPS en
leucocitos y monocitos 5 dias después de su administracion a sujetos sanos.

2. MTX in vivo promueve la adquisicion de un perfil transcripcional menos proinflamatorio y
mas profibrético y reparador en monocitos 5 dias después de su administracién a sujetos sanos.

3. Pemetrexed (PMX) promueve la adquisicion de un perfil transcripcional proinflamatorio y
una firma génica dependiente de p53 en macréfagos polarizados por GM-CSF (GM-M@).

4, PMX induce un estado de tolerancia transcripcional y funcional a LPS en GM-M@.

5. El bloqueo del metabolismo de un carbono (OCM) por los antifolatos MTX y PMX induce un
estado de tolerancia en GM-M@ mediado por CD14.

6. La concentracion de CD14 soluble (sCD14) en suero disminuye significativamente en
pacientes con artritis reumatoide (AR) respondedores a MTX tras 6 meses de tratamiento y
correlaciona con el indice DAS28 (Disease Activity Score 28), mientras que no cambia en pacientes
con AR no respondedores a MTX.

7. La concentracién basal de sCD14 en suero es significativamente mayor en pacientes con AR
respondedores a MTX que en pacientes no respondedores a MTX y controles sanos.

8. AsCD14 es significativamente mayor en pacientes con AR respondedores a MTX que en no
respondedores a MTX.

9. GM-CSF se expresa en células endoteliales CD90*, fibroblastos CD90* FAP* y macrdfagos
CD163*de lamembrana sinovial de artritis establecidas (artritis indiferenciada persistente, Al; artritis
reumatoide, AR; y, artritis psoridsica, APs) y artritis en diferentes fases de evolucién (artritis
indiferenciada con evolucién a artritis reumatoide, Al-AR; vy, artritis indiferenciada con evolucién a
artritis psoridsica, Al-APs).

10. Macréfagos CD163* de lamembrana sinovial de artritis en evolucion y establecida presentan
una predominancia de expresidon de marcadores proinflamatorios asociados a la polarizacion de
macréfagos por GM-CSF (activina A, MMP12 y TNF-a), lo que indica la existencia de macrofagos
proinflamatorios desde fases tempranas de Al.

11. Dos poblaciones de macréfagos (CD163* CD209"¢"y CD163* CD209/°%) se detectan tanto en
artritis en evoluciéon y establecida como en tejido sinovial sano.

12. La membrana sinovial de artritis indiferenciada en evolucion (Al-AR y Al-APs) presenta mayor
densidad de macréfagos CD163* y menor expresion de MMP12 que la membrana sinovial de Al
persistente; y, el liquido sinovial de pacientes con Al-AR presenta mayor concentracién de activina A
que el liquido sinovial de pacientes con Al persistente.

13. Al, AR, APs y sus fases indiferenciadas muestran una predominancia de un patotipo sinovial
linfo-mieloide y mieloide-difuso.
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Figura 82. MTX in vivo promueve la adquisicion de un perfil transcripcional menos proinflamatorio y mas
profibrético en monocitos. Andlisis de GSEA de genes obtenidos de la lista ranqueada (ordenadas por log2FC) del analisis limma
de monocitos 120h Post-MTX vs. monocitos a nivel basal de los sujetos del Ensayo Clinico METOMAC en los conjuntos de genes
indicados. Se indican los valores de NES (Normalized Enrichment Score) y FDR (False Discovery Rate). El perfil de enriquecimiento se
muestra en verde.
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Figura 83. Expresion de /L6, IL1B y TNFA en monocitos y GM-M@ del Ensayo Clinico METOMAC. Expresion relativa del
MRNA de IL16, IL1B y TNFA determinada mediante RT-qgPCR en monocitos CD14" y GM-M@ de los seis sujetos del estudio antes
(basal) y 3, 24 y 120h después (Post-MTX) de la toma de MTX. Los resultados se muestran como la expresion relativa, que indica la
deteccion de cada mRNA en cada muestra en relaciéon con la expresion del gen de referencia TBP. Se indica la media + SEM de los seis
donantes independientes.
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Figura 84. PMX promueve un estado de tolerancia transcripcional a LPS en GM-M® mediado por el bloqueo del
metabolismo de un carbono. (A, B) Anélisis de GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) de genes obtenidos de la lista ranqueada
(ordenados por log,FC) del andlisis limma de LPS PMX-GM-M®@ frente a LPS GM-M@ (A) y LPS PMX+FolAc-GM-M@ frente a LPS FolAc-
GM-M@ (B) tras 3h de estimulacién con LPS en los conjuntos de genes indicados. Se indican los valores de NES (Normalized
Enrichment Score) y FDR (False Discovery Rate). El perfil de enriquecimiento se muestra en verde.
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Background and Aims: GM-CSF-dependent macrophage polarization has been
demonstrated in rheumatoid arthritis (RA). Our aim was to seek diagnostic/prognostic
biomarkers for undifferentiated arthritis (UA) by analyzing GM-CSF expression and source,
macrophage polarization and density in joints of patients with UA evolving to RA or PsA
compared with established RA or PsA, respectively.

Methods: Synovial tissue (ST) from patients with UA evolving to RA (UA>RA, n=8), PsA
(UA>PsA, n=9), persistent UA (UA, n=16), established RA (n=12) and PsA (n=10), and
healthy controls (n=6), were analyzed. Cell source and quantitative expression of GM-CSF
and proteins associated with pro-inflammatory (GM-CSF-driven) and anti-inflammatory (M-
CSF-driven) macrophage polarization (activin A, TNFa,, MMP12, and CD209, respectively)
were assessed in ST CD163" macrophages by multicolor immunofluorescence. GM-CSF
and activin A levels were also quantified in paired synovial fluid samples. CD163*
macrophage density was determined in all groups by immunofluorescence.

Results: Synovial stromal cells (FAPT CD90* fibroblast, CD90* endothelial cells) and
CD163* sublining macrophages were the sources of GM-CSF. ST CD163" macrophages
from all groups expressed pro-inflammatory polarization markers (activin A, TNFa, and
MMP12). Expression of the M-CSF-dependent anti-inflammatory marker CD209 identified
two macrophage subsets (CD163* CD209"9" and CD163* CD209"°"). CD209*
macrophages were more abundant in ST from healthy controls and PsA patients,
although both macrophage subtypes showed similar levels of pro-inflammatory
markers in all groups. In paired synovial fluid samples, activin A was detected in all
patients, with higher levels in UA>RA and RA, while GM-CSF was infrequently detected.
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ST CD163* macrophage density was comparable between UA>RA and UA>PsA
patients, but significantly higher than in persistent UA.

Conclusions: GM-CSF is highly expressed by sublining CD90" FAP* synovial fibroblasts,
CD90* activated endothelium and CD163* macrophages in different types of arthritis. The
polarization state of ST macrophages was similar in all UA and established arthritis groups,
with a predominance of pro-inflammatory GM-CSF-associated markers. CD163"
macrophage density was significantly higher in the UA phases of RA and PsA
compared with persistent UA. Taken together, our findings support the idea that GM-
CSF is a strong driver of macrophage polarization and a potential therapeutic target not
only in RA but also in PsA and all types of UA.

Keywords: GM-CSF, macrophages, synovial tissue, undifferentiated arthritis, psoriatic arthritis, rheumatoid arthritis

INTRODUCTION

Undifferentiated arthritis (UA) is frequent in early arthritis
clinics, with a prevalence of 30%-50% (1-3). After 1 year of
follow up, approximately 30% of patients progress to rheumatoid
arthritis (RA) and 7%-15% to peripheral spondyloarthritis
(pSpA), mainly to psoriatic arthritis (PsA) (4). SpA is a concept
encompassing a group of musculoskeletal inflammatory diseases
(axial spondyloarthritis, peripheral SpA, PsA, reactive arthritis,
arthritis associated with inflammatory bowel disease) sharing
immunogenetic, clinical, and radiographic characteristics. PsA is
the most prevalent peripheral SpA and is characterized by skin
and musculoskeletal inflammation (arthritis, enthesitis, dactylitis,
and spondylitis) (5, 6).

RA and peripheral PsA are chronic inflammatory diseases
mediated by the immune system and, although joint damage
may be early and frequent in both diseases if not treated, their
pathogenesis may be different regarding the relative implication
of the adaptive and innate immune systems in each of them. This
is illustrated by therapies that are useful in treating RA (anti-
CD20, rituximab; CTL4-IgG, abatacept; anti- IL6 R, tocilizumab)
but not PsA. Inversely, therapies inhibiting the IL-17/IL-23
pathway are successful in treating PsA, but do not work in RA
patients (7).

The search for biomarkers enabling early classification of UA
patients, earlier treatment and better outcomes has recently
increased interest in the study of inflamed synovial tissue (ST)
or synovitis, the primary target of inflammatory joint diseases (8).

Abbreviations: ACPA, Anti-Citrullinated Protein Antibodies; a.u., Arbitrary
units; ¢sDMARD, Conventional Synthetic Disease-Modifying Antirheumatic
Drug; CRP, C-Reactive Protein; DAPI, 4’,6-diamidino-2-phenylindole;
DMARDs, Disease-Modifying Antirheumatic Drugs; ESR, Erythrocyte
Sedimentation Rate; FAP, Fibroblast Activation Protein; GM-CSF, Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor; GM-CSER, Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor Receptor Low-Affinity Subunit; INHBA, Inhibin
Subunit Beta A; MFI, Mean Fluorescence Intensity; MMP12, Matrix
Metalloproteinase 12; PsA, Psoriatic Arthritis; RA, Rheumatoid Arthritis; RF,
Rheumatoid Factor; SEM, Standard Error of Mean; SF, Synovial Fluid; SJC,
Swollen Joint Count; SL, Sublining; SpA, Spondyloarthropathy; ST, Synovial
Tissue; TJC, Tender Joint Count; TNFo, Tumor Necrosis Factor Alpha; UA,
Undifferentiated Arthritis; UA>RA, UA evolving to RA after follow-up; UA>PsA,
UA evolving to PsA after follow-up.

Synovitis in RA and PsA, the two most-frequent definite diagnoses
in UA, share multiple similarities in the composition and
structural distribution of their cellular infiltrates (9). CD68"
macrophages accumulate in the synovium of RA and PsA joints,
where they show destructive and remodeling potential and
contribute considerably to joint inflammation and damage (10,
11). In fact, RA and PsA macrophage density correlates with
disease activity (12, 13). Sublining CD68" macrophage density has
been shown to be similar in PsA and RA synovitis (14) although,
in a small study we found that CD68" macrophage density was
associated with erosive disease only in RA, suggesting that the
destructive potential of ST CD68" macrophages may differ
between RA and PsA (15).

Studies have analyzed macrophage subsets in chronic arthritis
with differing results, probably due to the markers used.
Hemoglobin/haptoglobin scavenger receptor CD163-positivity
was proposed as a biomarker of anti-inflammatory macrophages
and was overexpressed in peripheral SpA, including PsA synovitis,
whereas overexpression of pro-inflammatory macrophage
markers was found in RA (16). By using surface markers
(CD14, CD163, CD68, CD32, CD64, CD200R, CD80) on ST
macrophages from RA and PsA patients, that study found a mixed
MI1-proinflammatory/M2-anti-inflammatory macrophage
phenotype, with M1 predominance in RA and IL-10-expressing
macrophages in SpA, including PsA (16). More recently, by using
single cell technologies, Zhang et al. identified the profile of cell
populations that drive joint inflammation in RA and found
transcriptional heterogeneity in the synovial myeloid population
(17). The function of synovial macrophages during joint
homeostasis and inflammation has been also studied. Murine
Trem2" lining macrophages constantly repopulate from
proliferating tissue resident interstitial macrophages and form a
protective epithelial-like barrier that disintegrates during
experimental arthritis (18). These macrophages are comparable
with human TREM2" lining macrophages, that exhibit anti-
inflammatory and repair responses during remission in RA (19).
Finally, Kuo et al. showed that sublining HBEGF" inflammatory
macrophages promoted fibroblast invasiveness in an epidermal
growth factor receptor-dependent manner and contributes to
fibroblast-mediated joint destruction (20).
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The molecular characterization of GM-CSF-dependent (pro-
inflammatory) and M-CSF-driven (anti-inflammatory)
monocyte-derived macrophages (21-23) has allowed the
definition of the polarization state of macrophages in RA.
Specifically, CD163" RA ST macrophages have a high
expression of GM-CSF-associated markers (MMP12, EGLN3,
INHBA, TNFa, and CCR2) but low levels of the M-CSF-
associated marker CD209 (21-23). Given the putative
pathological role of GM-CSF and M-CSF in synovitis (24-26),
our aims were to seek diagnostic/prognostic biomarkers by
analyzing potential differences in GM-CSF expression and its
cellular source, and CD163" macrophage polarization and
density in joints of patients with UA evolving to RA or PsA
compared with persistent UA and established RA or
PsA, respectively.

METHODS

Patients

Patients with UA and synovial biopsies were retrospectively
selected when they met the classification criteria for RA or PsA
during follow up. Synovial biopsies obtained by rheumatologic
arthroscopy (9) from inflamed knee joints of patients with active
persistent UA synovitis (UA, n=16), UA evolving to RA
(UA>RA, n=8), and UA evolving to PsA (UA>PsA, n=9),
together with synovial biopsies from patients fulfilling the
American College of Rheumatology (ACR) criteria for RA (27)
(n=12) or the CASPAR criteria for PsA (28) (n=10) as positive
controls, were included. ST from six healthy controls (four men,
two women, aged 36+ 5 years) undergoing arthroscopic
meniscectomy, were included. No patient had received
biological therapy at biopsy. Arthroscopy was performed under
diagnostic and/or therapeutic (lavage) indications with a 2.7 mm
arthroscope (Storz, Tullingen, Germany). Eight samples were
obtained from the suprapatellar pouch and the medial and lateral
gutters in each patient (9). The study was approved by the Ethics
Research Committee of the Hospital Clinic of Barcelona, Spain
(HCB/2014/0579) and signed informed consent was obtained
from each patient.

Immunofluorescence and Multicolor
Confocal Microscopy

Multicolor confocal microscopy was performed as previously
described (21, 29, 30). Briefly, the following antibodies were used:
FITC-labelled anti-CD163 (Ber-Mac3, MBL International Corp.,
MA, USA), anti-M-CSFR/CD115 (AF329, R&D Systems), anti-
TNFo (ab6671, Abcam), anti-MMP12 (ab66157, Abcam), anti-
INHBA (ab97705, Abcam), anti-CD209 (MR1; kindly provided by
Angel L. Corbi, Centro de Investigaciones Biologicas, Madrid,
Spain), anti-CD90 (E510, BD Pharmingen), anti-FAP (ab65398,
Abcam), anti-GM-CSF (sc-13101, Santa Cruz Biotechnology), anti-
CD3 (SK7), and anti-CD4 (SK3), from BD Biosciences, isotype-
matched control antibodies, and fluorochrome-conjugated
secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch). Tissues samples
were snap-frozen in OCT, and 4 um cryosections were blocked for

10 min with 1% human immunoglobulins and incubated with
primary (1-5 pg/ml) and appropriate secondary antibodies.
Imaging was performed using an inverted confocal microscope
(SPE, Leica Microsystems) and an ACS-APO 20x/NA 0.60 glycerol
immersion objective. Similar acquisition settings were used for all
samples. Considering that fluorescence intensity correlated with
molecules on the surface of the cell, the mean number of molecules
of every single cell (Mean Fluorescence Intensity, MFI) was
calculated using ImageJ/FIJI software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). All quantifications were blinded
and at least three random fields 50 pm from the lining layer were
evaluated for each type of tissue, quantifying the expression of
activin A, TNF-o,, MMP12, and CD209 in all segmented CD163"*
macrophages. CD115 and/or CD163 macrophage pan-markers
were used to segment these cells in tissues and estimate the
mean intensity of the proteins of interest. Pan-markers were
intentionally acquired in saturated conditions to better depict
macrophages areas. Macrophage density was normalized based
on the selected tissue area (mm?). After background subtraction,
data were plotted using GraphPad software (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA).

Immunohistochemistry for Pathotype
Definition of Synovial Tissue

The synovial biopsies were embedded in paraffin, sectioned,
and subjected to antigen retrieval by cooking when required.
The slides were subsequently stained with an automated
immunostainer (TechMate 500 Plus; Dako, Cambridge, UK)
using the following monoclonal antibodies: anti-CD3 (clone
PS1; Novocastra, Newcastle, UK), anti-CD20 (clone L26;
Dako), anti-CD68 (clone KP-1; Dako), and anti-CD138
(clone B-B4; Santa Cruz Biotechnology, Inc., San Diego, CA,
USA. As a negative control, the primary antibodies were
substituted by isotype- and concentration-matched control
antibodies. The primary antibodies were subsequently
detected by an avidin-biotin-peroxidase-based method
(Envision System; Dako) and an aminoethylcarbazole color
reaction (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) as described
previously in detail (9). Finally, the slides were counterstained
with hematoxylin. The stained slides were scored by digital
image analysis by an independent observer (RC) who was
blinded to diagnosis and clinical data. Each stained slide in
its entirety was scored by dividing it in different regions. Within
each region, the number of stained cells per area as well as the
percentage of stained cells were measured in at least 20 high-
power fields using the AnalySIS® Imaging processing program
(Olympus®) as described previously in detail (9).

Macrophage Culture

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
isolated from buffy coats from normal donors over a
Lymphoprep (Nycomed Pharma) gradient. Monocytes were
purified from PBMC by magnetic cell sorting using CD14
microbeads (Miltenyi Biotech). Monocytes were cultured at
0.5 x 10° cells/ml for 7 days in RPMI 1640 supplemented with
10% fetal calf serum, at 37°C in a humidified atmosphere with
5% CO,, and containing GM-CSF (1000 U/ml) to generate
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GM-CSE-polarized macrophages (termed GM-M®), or M-CSF
(10 ng/ml) for M-CSF-polarized macrophages (termed M-MQ).
Cytokines were added every 2 days.

Flow Cytometry

Phenotypic analysis was carried out by immunofluorescence using
standard procedures. Mouse monoclonal antibodies used for cell-
surface staining included FITC-labeled anti-CD14 (Miltenyi), anti-
CD115 (R&D Systems) and FITC-labeled anti-CD163 (MBL
International Corp., MA). Alexa Fluor-647-labeled isotype-
matched secondary antibody (Jackson ImmunoResearch) was
used to stain anti-CD115. Control y, FITC/y,, PE (BD) was
included as a negative control.

Quantitative Real Time RT-PCR and GSEA

Total RNA was retrotranscribed and cDNA was quantified using
the Universal Human Probe Roche library (Roche Diagnostics).
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed on a
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics). Assays were made in
triplicate and results normalized according to the expression
levels of TBP. The results were obtained using the AACT method
for quantitation. The oligonucleotides used to quantify mRNA
transcripts were (5-3"): CD209s cagagtggggtgacatgagtgac;
CD209%as gtgaagttctgctacgcaggag; INHBAs ctcggagatcatcacgtttg;
INHBAas ccttggaaatctcgaagtge; MMP12s tgtcactaccgtgggaa
ataag; MMP12as aacactggtctttggtctctcag; TBPs cggctgtttaac
ttcgettc; TBPas cacacgccaagaaacagtga; TNFas cagectcttctect
tectgat; TNFoas gecagagggetgattagaga. For Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA) (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.
jsp) (31), the gene signature from RA synovial macrophages
versus monocyte-derived macrophages limma analysis of the
microarray data in GSE10500 was used (31). The previously
defined GM-M@-specific markers data set (from GSE68061)
was used for GSEA (32).

ELISA

GM-CSF (Human GM-CSF ELISA MAX Deluxe, BioLegend)
and activin A (Human Activin A DuoSet ELISA, R&D Systems)
were quantified using commercially-available ELISA.

Statistical Analysis

The Mann Whitney test and Student’s ¢ test were used and
Spearman’s correlation was determined. A value of p<0.05 was
considered statistically significant (¥, p<0.05; **, p<0.01; ***
p<0.001). The analysis was made using GraphPad Prism software.

RESULTS

Clinical and Demographic Features

Clinical, demographic and serologic data of the patients included
are detailed in Table 1. UA>RA patients had significantly fewer
swollen and tender joints, and a lower DAS28, than established RA
patients. UA>PsA patients were significantly younger than those
with established PsA. No significant between-group differences were
found regarding systemic inflammation biomarkers. Some patients
were taking csDMARDs, mostly methotrexate, at arthroscopy. A
high percentage of patients did not receive sDMARDs, due to knee
involvement or because they had few inflamed joints, which were
treated with NSAIDs or local infiltration with glucocorticoids before
3 months before arthroscopy. No patient was treated with biological
therapy before arthroscopy.

Synovial Tissue Stromal Cells and CD163"
Macrophages Are the Main Source of GM-
CSF in Undifferentiated and Established
Arthritis

To assess GM-CSF levels in the undifferentiated phases of human
arthritis, we first determined GM-CSF expression in the ST

TABLE 1 | Clinical, demographic and serologic data.

UA UA>RA UA>PsA RA PsA UA>RAvs UA>RA UA>PsA
UA>PsA vs RA vs PsA
n=16 n=8 n=9 n=12 n=10 p p p
Age (years) 57 (40-65) 56 (42-71) 44 (35-49) 58 (62-71) 53 (48-62) 0.102 0.643 0.024
Sex (male) n (%) 5 (31) 3(39) 5 (56) 3 (25) 8 (80) 0.457 0.550 0.252
Disease duration until 30 (21-37) 13 (6-51) 6 (3-30) 104 (73-202) 129 (45-265) 0.289 0.002 0.003
synovial biopsy (months)
Follow-up until definite 32 (11-59)* 1(0.5-7) 1(0.5-2) NA NA 0.847 NA NA
diagnosis (months)
Disease duration (months) 60 (36-97) 34 (7-57) 6 (4-36) 28 (10-82) 25 (12-56) 0.177 0.671 0.060
SJC 1(1-2) 2(1-9 1(1-2) 11 (4-19) 1(1-1) 0.141 0.083 0.850
TJC 1(1-2) 3 (2-5) 1(1-2) 19 (4-25) 1(1-1) 0.009 0.015 0.633
CRP basal (mg/dl) 1.34 (0.57-2.53) 2.46(0.51-3.12) 1.70(0.39-8.23) 4.45(1.20-10.10) 3.55 (0.64-7.87) 0.630 0.117 0.744
ESR basal (mm/h) 17 (7-32) 34 (20-67) 30 (12-40) 49 (22-69) 8 (5-41) 0.499 0.589 0.204
DAS28 basal (VSG) 3.34 (2.68-3.82) 4.40(3.43-5.39) 3.73(2.85-4.17) 5.84 (4.88-7.59) 3.13 (2.27-4.24) 0.102 0.039 0.391
RF and/or ACPA n (%) 0 4 (50) 0 9 (75) 0 0.006 0.710 -
csDMARD n (%) 7 (44) 2 (25) 6 (67) 6 (50) 2 (20) 0.205 0.667 0.040

Data are expressed as median (Interquartil range). Mann Whitney test, T student.

UA, Undlifferentiated Arthritis; UA>RA, Undlifferentiated Arthritis evolving to RA; UA>PsA, Undlifferentiated Arthritis evolving to PsA; RA, Rheumatoid Arthritis; PSA, Psoriatic Arthritis;, SJC,
Swollen Joint Count; TJC, Tender Joint Count; CRP, C-Reactive Protein; ESR, Erythrocyte Sedimentation Rate; DAS, Disease Activity Score; RF, Rheumatoid Factor; ACPA, Anti-
Citrullinated Protein Antibody; csDMARD, Conventional Synthetic Drugs Modifying; NA, not applicable; p, pvalue; *Follow-up in persistent UA group, without definite diagnosis.
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sublining of persistent UA, UA>RA, UA>PsA, established RA
and PsA patients, and healthy controls (Figures 1A, B). Except
in healthy ST, GM-CSF was readily detectable in all groups
(Figure 1B). Immunofluorescence analysis revealed GM-CSF in

A CD90 FAP

UA>PsA

CD90" activated endothelium, CD90" FAP" fibroblasts from the
sublining layer around the endothelium, and in sublining
CD163" macrophages (Figure 1B). However, GM-CSF was not
found in CD3" or CD4" T cells (data not shown). These results

Cc
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FIGURE 1 | GM-CSF expression in stromal cells from synovial tissue of undifferentiated arthritis patients. (A) Representative immunofluorescence image of persistent
undifferentiated arthritis (UA) synovial tissue (ST) determined by confocal microscopy using anti-CD90, anti-FAP (white), and anti-CD163 (red)-specific antibodies;
nuclei were counterstained with DAPI. Lining and sublining layers are shown. The region of interest in the sublining layer (yellow square) is located 50 um from the
lining layer. (B) Immunofluorescence analysis of normal synovium (NS), persistent undifferentiated arthritis (UA), undifferentiated arthritis evolving to RA (UA>RA),
rheumatoid arthritis (RA), undifferentiated arthritis evolving to psoriatic arthritis (UA>PsA) and psoriatic arthritis (PsA) ST determined by confocal microscopy using
anti-GM-CSF (green), anti-CD90, anti-FAP or anti-CD163 (red)-specific antibodies; nuclei were counterstained with DAPI. Arrowheads indicate CD90*FAP™ fibroblast
and white arrows indicate CD163" macrophages. Samples were devoid of staining when incubated with isotype-matched irrelevant antibodies as negative controls.
The experiment was carried out in independent samples from each type (NS, n=6; UA, n=16; UA>RA, n=8; RA, n=12; UA>PsA, n=9; and PsA, n=10) and
representative experiments are shown. CD163" macrophages are indicated by white arrows. Scale bars, 50 pm. Determination of levels of GM-CSF (C) and activin A
(D) in the synovial fluid of patients with UA (n=12), UASRA (n=9), RA (n=9), UA-PsA (n=7), and PsA (n=9), as determined by ELISA.
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indicate that GM-CSF is detected similarly in the earlier and
established stages of RA and PsA, and in persistent UA, and that
GM-CSF-producing cells are pathogenic CD90" FAP" synovial
fibroblasts (28), CD90" activated endothelium (33) and sublining
CD163" macrophages.

Activin A, but Not GM-CSF, Is Increased

in Synovial Fluid From All Arthritis Groups
Analysis of paired synovial fluid (SF) samples from patients with
persistent UA (n=12), UA>RA (n=9), UA>PsA (n=7), RA (n=9) and
PsA (n=9) indicated that GM-CSF levels were below detection levels
in most SF samples, except for 4 out of 9 (44%) persistent UA
patients who were csDMARD naive, and one UA>PsA patient out of
7 analyzed (14%), who had increased GM-CSF levels (Figure 1C).
We also measured the level of activin A, which plays an important
role in the early phases of the inflammatory process (34). By contrast
to GM-CSF, high levels of activin A were detected in all SF samples,
with concentrations ranging from 0.2 to 72 ng/ml, with UA>RA and
RA samples expressing higher levels than all other groups (Figure
1D). Taken together, our results suggest that ST GM-CSF and SF
activin A are detected in both the undifferentiated and established
phases of arthritis, but with significantly higher levels of activin A in
the undifferentiated and established phases of RA.

Synovial Tissue CD163* Macrophages
From Patients With Undifferentiated

and Established Arthritis Exhibit a
Predominantly GM-CSF-Dependent
Pro-Inflammatory Polarization State

Gene ontology analysis using GSEA to compare RA macrophages
and monocyte-derived macrophage transcriptome (31) revealed
a very significant positive enrichment of pro-inflammatory
GM-CSF-conditioned monocyte-derived macrophages (GM-
MO@)-specific genes in RA macrophages (Figure 2A). In fact, the
leading edge of the GSEA revealed the genes encoding activin A
(INHBA), the metalloproteinase MMP12 and the chemokine
CCL17 (35) (Figure 2A). Since our results indicated that ST in
UA show enriched expression of GM-CSF in the stromal cells and
activin A in the SF, we next determined the expression of proteins
associated with GM-CSF-driven polarization (activin A, MMP12,
and TNFo) and M-CSF-driven polarization (CD209) (21) (Figure
2B) in ST CD163" macrophages of persistent UA, UA>RA,
UA>PsA, and in established RA and PsA (Figure 3A). Similar to
active established RA (21), activin A, TNFo, and MMP12 were
readily found in CD163" macrophages within the synovial sublining
of UA, either evolving or not (Figure 3A), and essentially the same
results were obtained in PsA, where ST CD163" macrophages
expressed GM-CSF-dependent polarization markers (Figure 3A).
By contrast, CD163" macrophages from healthy synovium did not
express TNFo, MMP12, or activin A (Figure 3A). Quantification of
the above indicated markers revealed that CD163" macrophages
from UA>RA and UA>PsA exhibited similar expression levels of
activin A, TNFo. and MMP12 as CD163" macrophages from
established RA and PsA, and higher levels than CD163"
macrophages from healthy synovium (Supplementary Figure 1,
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FIGURE 2 | Expression of polarization markers by RA macrophages and
in-vitro generated monocyte-derived macrophages. (A) Gene set
enrichment analysis (GSEA) on the ranked list of genes obtained from the
comparison of the transcriptome of RA macrophages (RA mac) versus
monocyte-derived macrophages (M-M@) (GSE10500) using the set of
genes with the highest GM-CSF-induced upregulation in monocyte-
derived macrophages differentiated with GM-CSF (GSE68061). (B)
INHBA, MMP12, CD209, and TNFA mRNA expression levels determined
by gRT-PCR on monocytes differentiated with GM-CSF (GM-M@) and M-
CSF (M-M@). Mean + SEM of four independent donors are shown (*p <
0.05, **p < 0.01, Student t test).
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FIGURE 3 | Expression of macrophage-pro-inflammatory polarization markers by CD163" macrophages from undifferentiated arthritis patients.
(A) Immunofluorescence analysis of synovial tissues as determined by confocal microscopy using anti-activin A, TNFa.-, MMP12-specific antibodies; nuclei
were counterstained with DAPI. Samples were devoid of staining when incubated with isotype-matched irrelevant antibodies as negative controls. The
experiment was carried out in independent samples from each type (NS, n=6; UA, n=16; UA>RA, n=8; RA, n=12; UA>PsA, n=9; and PsA, n=10) and
representative experiments are shown. Scale bars, 50 ym. (B) Summary dot plot showing mean MFI values of activin A, TNF-o. and MMP12 expression in
CD163* macrophages from NS, UA, UA>RA, RA, UA>PsA, and PsA synovial tissues samples. Mean + SEM are shown (*p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001,
Mann-Whitney test).
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Figure 3B). MMP12 expression was significantly higher in
persistent UA than in UA>RA, although no significant differences
in markers of systemic inflammation or in the percentage of patients
receiving csDMARDs were found between the two UA groups
(Table 1). Therefore, the expression of activin A, MMP12 and
TNFo. designates the GM-CSF-dependent pro-inflammatory state
of CD163" ST macrophages in undifferentiated and established
arthritis (Figures 3A, B).

Two Subsets of CD163" CD209
Macrophages Are Found in the Synovial
Tissue From Patients With Undifferentiated
and Established Arthritis

With respect to the M-CSF-associated marker CD209, two subsets
of CD163" macrophages were found in the synovial sublining of
UA and established arthritis patients (CD163" CD209" and
CD163" CD209"°"""), which differed in their respective MFI for
CD209 fluorescence (MFI >34 a.u. for the CD163" CD209" subset,
and MFI< 34 a.u. for the CD163" CD209'*"" subset) (Figures 4A,
B). Synovial tissue from healthy controls also showed these two
macrophage subsets, with a higher percentage of CD163* CD209"
cells (80%) than that found in UA (Figure 4C). Furthermore, the
percentage of the CD163" CD209" macrophage subset in PsA ST
was significantly higher than in that from persistent UA (Figures
4B, C, Supplementary Figure 2). Taken together, these findings
suggest that CD163" CD209" are resident macrophages with a
potential anti-inflammatory function (18, 19). However, both
macrophage subsets (CD209" and CD209'%"") expressed the
proinflammatory markers activin A, TNFo. and MMP12 in all
patients from the UA and established disease groups
(Supplementary Figure 2).

Macrophage Density Discriminates
Undifferentiated From Established Arthritis
We determined macrophage density in ST from patients with
persistent UA, UA>RA, UA>PsA, established RA and PsA, and
healthy controls. CD163 and CD115 were used to gate ST
macrophages as they are expressed by most macrophages
(Supplementary Figure 3) (36). Macrophage density was
significantly higher in synovium from patients with inflammatory
joint disease compared with healthy controls (203 macrophages/
mm?) (Figures 5A, B) and was comparable between both UA
evolving groups, with 630 macrophages/mm” in UA>RA and 622
macrophages/mm” in UA>PsA (Figure 5A). Synovial tissue from
persistent UA (318 macrophages/mm?) showed significantly lower
macrophage density than UA>RA and UA>PsA (Figure 5A).
These results suggest that the initial phases of RA and PsA are
characterized by a significantly higher density of CD163"
macrophages compared with persistent UA. Since all groups had
a similar proportion of patients on csDMARD therapy, differences
in macrophage density could not be attributed to differences in
treatment. In support of this rationale, more UA>PsA patients had
received csDMARDs compared with PsA patients. However, 56%
of patients with persistent UA were csDMARD-naive, and had
significantly lower CD163" macrophage density than UA>RA or
UA>PsA (Table 1).
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FIGURE 4 | CD163" CD209 macrophage subsets in synovial tissue.

(A) CD1683 (green) and CD209 (red) staining of NS, UA, UA-RA, RA, UA-PsA,
and PsA synovial tissues. Scale bar, as shown. (B) Summary dot plot
showing mean MFI values of CD209 expression in CD163* macrophages
from synovial tissue samples. The experiment was carried out in independent
samples from each type (NS, n=6; UA, n=16; UA>RA, n=8; RA, n=12;
UA>PsA, n=9; and PsA, n=10) and representative experiments are shown.
Mean + SEM are shown (*p < 0.05, Mann-Whitney test). (C) Percentage of
CD209-expressing macrophages in NS, UA, UA>RA, RA, UA>PsA, and PsA
synovial tissues. The MFI values of eight to 12 tissues samples of each group
were used for classification as “low/neg” (white) or “high” (> 34 a.u., black)
CD209 expression.

Synovial Tissue Categorization According
to Defined Pathotypes

Based on H&E and immunohistochemistry staining for CD3 (T
cells), CD20 (B cells), CD138 (plasma cells), and CD68
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FIGURE 5 | Macrophage density in normal, undifferentiated arthritis,
rheumatoid arthritis and psoriatic arthritis synovial tissue. (A) Quantification of
CD163* macrophages from normal (NS, n=6), undifferentiated arthritis (UA,
n=16), undifferentiated arthritis evolving to RA (UA>RA, n=8), undifferentiated
arthritis becoming psoriatic arthritis (UA>PsA, n=9), rheumatoid arthritis (RA,
n=12), and psoriatic arthritis (PsA, n=10) synovial tissues. The total number of
macrophages was normalized based on selected tissue area (mm?). Mean =
SEM is shown. Significant differences are indicated (*p < 0.01, **p < 0.001,
Mann-Whitney test). (B) Immunofluorescence analysis of NS, UA, UA>RA,
RA, UA>PsA, and PsA synovial tissues as determined by confocal
microscopy using anti-CD163 specific antibody (green); nuclei were
counterstained with DAPI (blue). The experiment was carried out in
independent samples from each type (six normal synovial tissue controls and
eight to 16 remaining synovial tissues) and representative experiments are
shown. Scale bars, 100 pm.

(macrophages), synovial tissue from each UA and definite
arthritis group was categorized into three distinct synovial
pathotypes: lympho-myeloid, diffuse-myeloid, and pauci-
immune (37). Results show that, in all the groups studied, the
most frequent pathotypes were lympho-myeloid and diffuse-
myeloid, ranging from 40-50% each, with the pauci-imune found
in around 8% of the patients (Supplementary Table 1) These
results are in line with those from previous studies (9, 37-40).
The relative prevalence of the lympho-myeloid pathotypes in our
established RA cohort, with more longstanding disease, was
higher than in its undifferentiated phase (75% vs. 50%)
(Supplementary Table 1), but the low number of cases
preclude to extract further conclusion.

DISCUSSION

Synovial tissue macrophages are key producers of cytokines
relevant to the physiopathology of chronic arthritis and their
changes correlate with disease activity, radiographic progression,
and response to therapy (10-13). However, macrophages are
composed of a heterogeneous population with different
functional profiles: pro-inflammatory, anti-inflammatory or
reparative (17-20). Macrophage polarization has been
demonstrated in experimental models of immune-mediated
inflammatory diseases and in human cancer (41).

The characterization of ex-vivo CD14" macrophages isolated
from synovial fluid of patients with active RA indicate that they
exhibit a transcriptomic and protein profile compatible with
GM-CSF-skewed macrophage polarization (21). Activin A and
other proteins encoded by several GM-CSF-associated gene
markers, including MMP12 and CCR2, have been also detected
in macrophages from active RA joints (21-23). GM-CSF induces
macrophage differentiation and survival from hematopoietic
progenitor cells (35, 42). In contrast to M-CSF, GM-CSF is
undetectable in the systemic circulation during homeostasis but
is produced and active at sites of tissue inflammation, and is a key
driver of tissue inflammation and arthritic pain (43, 44). GM-
CSF was also pathogenic in experimental models of SpA (45) and
is emerging as a central player in chronic inflammatory diseases,
including mouse models of multiple sclerosis (46), bowel
inflammation (47), and RA (48). GM-CSF signals through
GM-CSEFR, priming myeloid cells to produce inflammatory
mediators that promote the activation of synovial fibroblasts,
activation of the vasculature and differentiation of effector T cells.
Activated synovial fibroblasts secrete GM-CSF in response to
inflammatory mediators, thus implying that GM-CSF is a
communication conduit between the innate and adaptive
immunity critically-involved in chronic inflammation (43).

The GM-CSF receptor was reported to be overexpressed in
CD68" and CD163" macrophages from the ST of RA and PsA
patients compared with osteoarthritis patients and healthy
controls (49). Clinical trials targeting GM-CSF or GM-CSF
receptor-o. in RA have shown sustained clinical responses
without major safety concerns (50, 51).

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

February 2021 | Volume 11 | Article 613975


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles

Fuentelsaz-Romero et al.

GM-CSF Expression in Undifferentiated Arthritis

To our knowledge, this is the first study assessing GM-CSF
expression and cellular source, macrophage polarization state
and density in the ST of the most prevalent immune-mediated
inflammatory joint diseases, RA and PsA, and their
undifferentiated phases. We found that the main cellular
sources of GM-CSF in the synovium of all chronic arthritis
groups studied are stromal cells and CD163" macrophages.
Sublining CD90" FAP" synovial fibroblasts, the only subtype
reported as pathogenic, which is specifically increased in RA
compared with osteoarthritis (33) and CD90" activated
endothelium (52) show high GM-CSF expression. Although
intracellular GM-CSF expression by ST polyfunctional
lymphocytes (Thl, Th17, and ex-Thl7 subtypes) have been
reported using flow cytometry in PsA and the number of these
cells correlated with the disease activity of psoriatic arthritis score
(DAPSA) (53), we could not confirm GM-CSF expression by
CD3" or CD4" T cells in our samples. No expression of GM-CSF
on healthy synovium was found.

Among the GM-CSF-derived macrophage markers, we
detected activin A both in the synovial stroma and synovial
fluid of all UA and established arthritis patients, although higher
levels of SF activin A were found in RA and its undifferentiated
phase. Activin A is a member of the TGF factor family encoded
by the INHBA gene and mediates, in part, the macrophage-
polarizing ability of RA synovial fluid (21, 54). Activin A
contributes to the proinflammatory macrophage polarization
triggered by GM-CSF and limits acquisition of the anti-
inflammatory phenotype (22). Activin A is elevated in the
early stages of other inflammatory diseases and exerts pro- or
anti-inflammatory activities depending on its concentration and
cellular context (55). In the particular case of the undifferentiated
and established arthritis in our study, activin A levels fell within
the pro-inflammatory side (55), stressing its contribution to the
polarization of macrophages within the inflamed synovium.

Despite the high and generalized expression of GM-CSF in
the synovium of all arthritis groups analyzed, only a few
c¢sDMARD naive patients with persistent UA had detectable
levels in synovial fluid. This finding was expected, as it is known
that GM-CSF is mainly expressed in inflamed tissue.

Our results confirm our previous findings in RA (21) and
extend them to PsA synovitis and their respective UA phases,
including persistent UA, suggesting that the pattern of
polarization of ST macrophages, mainly proinflammatory, is
similar and is already present in all phases of these chronic
inflammatory joint diseases. A previous study analyzing
macrophage subsets in human arthritis found M1 polarization
predominating in RA and IL-10-expressing macrophages in SpA,
including PsA (56).

Despite the pathogenic differences between RA and PsA, we
found similar patterns of expression of proteins induced by GM-
CSF and M-CSF in CD163" macrophages of PsA, RA, and their
undifferentiated phases. Although PsA ST had significantly more
CD163" macrophages expressing the anti-inflammatory CD209
marker, which suggests CD163" CD209" could represent reparative
and anti-inflammatory tissue-resident macrophages (18), no
differences were found in the expression of proinflammatory

markers (activin A, TNF, MMP-12) between CD163"
macrophages CD209* and CD209"*"",

Our results show that the density of CD163" macrophages is
significantly higher in UA evolving to RA or PsA compared with
persistent UA. This is an unexpected finding as more UA>PsA
patients had received csDMARDs therapy than PsA patients.
However, 56% of patients with persistent UA were csDMARD-
naive and had significantly lower CD163" macrophage density
than UA>RA, UA>PsA, or established RA or PsA patients.
Although cautiously, these findings suggest that a significant
increase in ST CD163" macrophage density could be a marker of
transition from undifferentiated to definite disease, both in RA
and PsA. In fact, a study searching for ST predictors of clinical
differentiation in patients with seronegative undifferentiated
peripheral arthritis reported that 6 out of 42 patients with a
definite diagnosis after 1 year of follow up (2 RA, 2 SpA, 2 PsA)
had higher histological CD68" macrophage scores than patients
persisting with undifferentiated arthritis (57).

Several articles using single cell technologies (17-20) have
recently reported new biomarkers to clearly discriminate pro-
inflammatory from anti-inflammatory, reparative macrophages.
Specifically, Alivernini et al. showed that not all synovial tissue
macrophages (STM) are inflammatory (MerTK"®®) and that
sustained disease remission in RA is actively maintained by
MerTKP®® macrophages, which are also predominant in
healthy synovium. If validated with additional cohorts of
patients with RA in remission, the ratio of MerTKF®® to
MerTK"® STMs could be useful as a predictor of disease flare
versus sustained remission to help with treatment decisions in
clinical practice (19).

Our study has some limitations, including the retrospective
design and the relatively small sample size. Although some
patients were receiving csDMARDs (mainly methotrexate),
which could modify our findings, this factor was comparable
in all groups. The study has the strength of the follow-up of UA
patients until they met RA or PsA classification criteria, the
group of persistent UA patients (treated or not with csDMARD:)
as positive controls and the ST from healthy controls. Likewise,
the results were consistent for all types of arthritis.

CONCLUSION

Our results show a high, generalized expression of GM-CSF in
stromal cells and sublining CD163" macrophages from synovial
tissue of UA patients evolving or not to RA or PsA compared
with healthy controls. CD163" macrophages expressed a pro-
inflammatory profile of biomarkers (activin A, TNFo, and
MMP-12) in synovial tissue from all arthritis subtypes studied,
while in paired samples of synovial fluid only activin A levels
were widely detected. CD163" macrophages were significantly
higher in the UA phases of RA and PsA compared with
persistent UA. Taken together, our findings support the
concept that GM-CSF is a strong driver of macrophage
polarization and a potential therapeutic target, not only in RA
but also in PsA and in UA. We also found that the ST sublining

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

February 2021 | Volume 11 | Article 613975


https://www.frontiersin.org/journals/immunology
http://www.frontiersin.org/
https://www.frontiersin.org/journals/immunology#articles

Fuentelsaz-Romero et al.

GM-CSF Expression in Undifferentiated Arthritis

of undifferentiated and established arthritis patients showed a
high percentage of CD163* CD209'*""" whereas healthy controls
exhibited a high percentage of CD163" CD209", suggesting they
may be resident macrophages with a potential anti-inflammatory
function. Further studies using single cell technologies will
definitively characterize phenotypes and function of synovial
macrophages in undifferentiated arthritis.
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The identification of “trained immunity/tolerance” in myeloid cells has changed our
perception of the performance of monocytes and macrophages during inflammatory
and immune responses. Pemetrexed (PMX) and methotrexate (MTX) are blockers of the
one-carbon metabolism (OCM) and commonly used therapeutic agents in cancer and
rheumatoid arthritis (RA). We have previously showed that MTX promotes trained
immunity in human macrophages. In the present manuscript, we have assessed the
anti-inflammatory effects of PMX and MTX and found that OCM blockers alter the
functional and gene expression profile of human macrophages and that OCM blockade
reprograms macrophages towards a state of lipopolysaccharide (LPS) tolerance at the
signaling and functional levels. Moreover, OCM blockade reduced macrophage LPS
responsiveness by impairing the expression of membrane-bound and soluble CD14
(sCD14). The therapeutic relevance of these results was later confirmed in early RA
patients, as MTX-responder RA patients exhibit lower sCD14 serum levels, with baseline
sCD14 levels predicting MTX response. As a whole, our results demonstrate that OCM is
a metabolic circuit that critically mediates the acquisition of innate immune tolerance and
positions sCD14 as a valuable tool to predict MTX response in RA patients.

Keywords: macrophages, methotrexate, pemetrexed, sCD14, predictor biomarker
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INTRODUCTION

Folates are one-carbon donors in biosynthetic pathways like
de novo synthesis of purines and thymidylate, amino acid
metabolism, and DNA methylation (1, 2). One-carbon
metabolism (OCM) dispenses carbon atoms between various
acceptor molecules required for biosynthesis and contributes to
energy balance by providing ATP and NADPH (3). Accordingly,
antifolates [including methotrexate (MTX) and pemetrexed
(PMX)] are potent inhibitors of folate-dependent enzymes
engaged in nucleotide synthesis and inhibit DNA replication
(2). PMX is a therapeutically relevant antifolate used in
combination with cisplatin or carboplatin as the standard first-
line treatment of malignant pleural mesothelioma (4, 5),
advanced non-squamous non-small cell lung cancer (NSCLC)
(6) and in maintenance therapy for NSCLC. PMX is transported
into the cells via the reduced folate carrier (RFC; SLC19A1) and,
unlike MTX, is an excellent substrate for the proton-coupled
folate transporter (PCFT; SLC46A1) (7). PMX is also an efficient
substrate for the enzyme folylpoly-y glutamate synthetase
(FPGS) that catalyzes the addition of multiple glutamyl
residues to the y-carboxyl on the terminal glutamate of both
folates and antifolates upon entry into the cell (8). PMX
polyglutamylation enhances both its intracellular retention and
its inhibitory potency towards thymidylate synthase (TS) and
glycinamide ribonucleotide formyltransferase (GARFT) (8).

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune systemic
disease affecting mainly diarthrodial joints, commonly treated
with weekly administered MTX as the main starting therapy and
anchor drug (9, 10). The current paradigm in the treatment of
RA is to start treatment with disease-modifying anti-rheumatic
drugs (DMARD:s) as soon as possible, in order to take advantage
of the “window of opportunity,” a period at the beginning of the
disease in which the response to effective treatment is
disproportionately greater, increasing the possibility to achieve
remission (11). On the contrary, PMX is not approved for RA
treatment, in spite of the fact that it reduces inflammatory cell
infiltration in joints, limits cartilage-bone destruction, and lowers
serum TNFo and IL-17 in a rat model of collagen-induced
arthritis (12).

Macrophages exhibit innate immune memory whereby they
are durably primed by certain stimuli for enhanced or diminished
responses to secondary stimuli (training/tolerance) (13-16).
Macrophages are abundant in the synovium of RA joints, where
they contribute to pathogenesis through the production of
proinflammatory mediators (17-19). We have previously shown
that macrophages from human RA joints exhibit a transcriptomic
and phenotypic proinflammatory polarization profile that
resembles that of granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF)-differentiated macrophages (GM-M@) (20)
and that MTX conditions macrophages towards the acquisition
of a state of tolerance that renders them less responsive to TLR
ligands, TNFo,, and RA synovial fluid (21, 22).

Low-dose MTX is safe, inexpensive, and effective, but 30%-
40% of RA patients discontinue MTX treatment due to
intolerance, inefficacy, or loss of clinical responsiveness at later
time points (MTX resistance) (23, 24). Considering the “window

of opportunity” concept, it would be interesting to have
biomarkers predicting MTX response, therefore avoiding a
delay in achieving remission in those MTX-non-responder
patients. On the other hand, given these therapeutic limitations
of MTX, and considering the widespread use of PMX in hyper-
proliferative pathologies, we have now explored the phenotypic
and functional effects of PMX on human macrophages. Our
results indicate that PMX impairs TLR4 signaling and cytokine
production in macrophages and that these effects are dependent
on the loss of membrane and soluble CD14 (sCD14) expression.
The pathological significance of these findings has been
confirmed in MTX-treated RA patients, which exhibit
significantly reduced sCD14 levels. Altogether, our results
indicate that PMX functionally reprograms human
macrophages, opening further research of this drug to new
opportunities beyond the limit of its actual clinical utility, and
demonstrate that innate tolerance can be induced in human
macrophages through blockade of the OCM.

MATERIALS AND METHODS
Cell Culture

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
isolated from buffy coats from normal donors over a
Lymphoprep (Nycomed Pharma) gradient. Monocytes were
purified from PBMCs by magnetic-activated cell sorting using
CD14 microbeads (Miltenyi Biotech). Monocytes were cultured
at 0.5 x 10° cells/ml for 7 days in Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 (standard RPMI, which contains 1 mg/L
folic acid) supplemented with 10% fetal calf serum, at 37°C in a
humidified atmosphere with 5% CO,, and containing GM-CSF
(1,000 U/ml) to generate GM-CSE-polarized macrophages (GM-
M@) or M-CSF (10 ng/ml) to generate M-CSF-polarized
macrophages (M-M@). GM-CSF or M-CSF was added every 2
days. Low-dose PMX (50 nM), MTX (50 nM), and/or folinic acid
(FA; 5-formyl tetrahydrofolate, 5 uM), pifithrin-a cyclic (25-50
uM) was added once on monocytes together with GM-CSF or
M-CSE. When indicated, lipopolysaccharide (LPS) (10 ng/ml,
0111:B4 strain, smooth LPS (sLPS) that exclusively binds TLR4,
InvivoGen) or LTA (5 pg/ml, from Staphylococcus aureus,
InvivoGen) was added at the indicated time points onto 7-day
fully differentiated macrophages without replacing the culture
medium. sCD14 (20-200 ng/ml, BioLegend) was added on
macrophages for intracellular signaling measurements (15 min)
and IL-6 detection (3 h).

Rheumatoid Arthritis Patients

Discovery Cohort

Peripheral blood was obtained from 10 early RA patients who
fulfilled the 2010 American College of Rheumatology (ACR)
revised criteria (25), with a disease duration of less than 6 months
and who had never received disease-modifying drugs or
corticosteroids. Disease activity was assessed using the DAS28
score (26). Plasma concentrations of sCD14 were determined by
ELISA at the basal visit and 6 months after initiating treatment
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with weekly low-dose methotrexate (15-25 mg/week); none of
the patients were taking prednisone at the time of the first or
second determination. All of the included patients had a good
clinical response to MTX (nine had achieved remission as
determined by a DAS28 <2.6, and the remaining one patient
had persistent low activity with a DAS28 >1.2) and, accordingly,
had discontinued prednisone at least 1 month prior to the 6-
month sCD14 determination. Patients who required continued
treatment with prednisone were not included in order to
eliminate the possible interference of this immunomodulatory
drug with the results. In sCD14 ELISA, interference of
rheumatoid factor was ruled out after confirming that serial
dilutions of plasma yielded identical sCD14 levels after adjusting
for the diluting factor (27). The study was approved by the
Hospital La Paz-IdiPAZ Ethics Committee, and all subjects
provided written informed consent according to the
Declaration of Helsinki.

Validation Cohort

For sCD14 determination in serum, early arthritis patients in
MTX monotherapy were recruited from the Princesa Early
Arthritis Register Longitudinal (PEARL) study. The PEARL
study comprises patients with one or more swollen joint and
symptoms with <1 year of evolution. The register protocol
includes four visits during a 2-year follow-up (0, 6, 12, and 24
months). Sociodemographic, clinical, therapeutic, and laboratory
data are recorded and included in an electronic database.
Biological samples are collected at each visit and stored at
—-80°C in the Instituto de Investigacion Sanitaria La Princesa
(IIS-IP) Biobank for translational research. More detailed
description of PEARL protocol has been previously published
(28). None of the selected patients received corticosteroids prior
to baseline visit nor during the first 6 months of follow-up.
Response was considered if at the 6-month visit disease activity
level decreased to remission or low disease activity provided that
swollen joint count must have decreased, as well as three out of
the four following variables must have decreased: tender joint
count, erythrocyte sedimentation rate, C-reactive protein (CRP),
and global disease activity by patient. Non-responders were
considered if the disease activity level worsened from baseline
to the 6-month visit. The study was approved by the Hospital La
Princesa Ethics Committee (PI-518, March 28, 2011), and all
subjects provided written informed consent according to the
Declaration of Helsinki. Clinical and demographical data for
discovery (Hospital La Paz) and validation (Hospital La
Princesa) cohorts are as follows:

Hospital La Paz Responder
(n=10)
Female; n (%) 6 (60)
Age; p50 [p25-p75] 60.5 (44.25-71.75)
RF positive; n (%) 6 (60)
ACPA positive; n (%) 1(10)
DAS28; p50 [p25—p75] 4.97 (3.79-5.56)
HAQ; p50 [p25-p75] 1.02 (0.67-1.67)
Dose methotrexate (mg); p50 [p25-p75] 17.5 (15-20)

Hospital La Princesa Responder Non-responder p-
Value
(n=23) (n=10)
Female; n (%) 20 (86.96) 9 (90) 1
Age; p50 [p25-p75] 56.57 (42.69- 59.66 (53.62— 0.22
67.48) 76.84)
RF positive; n (%) 14 (60.87) 7 (70) 0.46
ACPA positive; n (%) 11 (47.83) 6 (60) 0.39
DAS28; p50 [p25—p75] 4.90 (4.07-5.81) 4.11 (3.46-5.09) 0.12
HAQ; p50 [p25-p75] 1.37 (0.87-1.75)  0.87 (0.5-1.75) 0.32
Dose methotrexate (mg); p50 15 (15-20) 15 (12.5-15) 0.27

[p25-p75]

P50, median; p25-p75, interquartile range; RF, rheumatoid factor; ACPA, anti-citrullinated
protein antibodies; DAS28, disease activity score estimated with 28 joint count; HAQ,
health assessment questionnaire.

RNAseq and Gene Set Enrichment
Analysis

Total RNA was isolated from three independent preparations
and processed at BGI (https://www.bgitechsolutions.com), where
library preparation, fragmentation, and sequencing were
performed using the BGISEQ-500 platform. An average of
5.41-Gb bases were generated per sample; and after filtering,
clean reads were mapped to the reference (UCSC Genome
assembly hg38) using Bowtie2 (average mapping ratio 93.41%)
(29). Gene expression levels were calculated by using the RSEM
software package (30). Differential gene expression was assessed
by using DEseq2 algorithms using the parameters Fold
change >2 and adjusted p-value <0.05. For gene set enrichment
analysis (GSEA) (http://software.broadinstitute.org.gsea/index.
jsp), the gene sets available at the website (31), as well as the
“p53_Target_Gene” gene set, that contains the top 98 genes
identified as p53 targets, were used (32). The data discussed in
this publication have been deposited in Gene Expression
Omnibus (GEO) of National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (33) and are accessible through GEO
series accession numbers GSE159349 and GSE159380. For
microarray data, statistical analysis for differential gene
expression was carried out using empirical Bayes moderated t-
test implemented in the limma package (http://www.
bioconductor.org). The transcriptome of MTX-GM-M@ has
been previously described (21) and is available at
GEO (GSE71253).

Quantitative Real-Time RT-PCR

Total RNA was retrotranscribed, and cDNA was quantified using
the Universal Human Probe Roche library (Roche Diagnostics).
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was performed on a
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics). Assays were made in
triplicates, and results normalized according to the expression
levels of TBP. Results were obtained using the AACT method for
quantitation. The oligonucleotides used to quantify
mRNA transcripts were (5'-3') as follows: CD14 forward
gttcggaagacttatcgaccat; CD14 reverse acaaggttctggegtggt; IL1P
forward ctgtcctgegtgttgaaaga; IL1P reverse ttgggtaattttt
gggatctaca; IL6 forward gatgagtacaaaagtcctgatcca; IL6 reverse
ctgcagccactggttctgt; TBP forward cggctgtttaacttcgettc; and TBP
reverse cacacgccaagaaacagtga.
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RNA Interference

Two different siRNAs for TS (TYMS silencer select s14538 and
$14539) and one control siRNA (silencer select Negative Control
#1) (Ambion, Life Technologies) were used at 100 nM. GM-MQ@
cells were transfected with HiPerFect transfection reagent
(QIAGEN), treated with PMX, and, 48 h later, tested for CD14
mRNA levels by qRT-PCR.

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Supernatants from GM-MQ were tested for the presence of IL-6,
IL-10, TNFo, and CXCL10 (BioLegend) and IFNB (R&D
Systems). For the detection of sCD14 in supernatants, serum,
and plasma of RA patients and healthy controls, the Human
CD14 Quantikine ELISA Kit (R&D Systems) was used.

Western Blotting

Cell lysates were obtained in radioimmunoprecipitation assay
(RIPA) buffer containing 1 mM of PIC (Protease Inhibitor
Cocktail, SIGMA), 10 mM of NaF, 1 mM of Na3zVOy,, and 0.5
mM of DTT. Cell lysate measuring 10 pg was subjected to
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) and transferred onto an Immobilon
polyvinylidene difluoride membrane (Millipore). Protein
detection was carried out using mouse monoclonal Ab against
IxBa (clone L35A5, #4814; Cell Signaling), rabbit polyclonal
against p-p38 (clone D3F9), pJNK (clone 81E11) and pERK
(clone D13.14.4E, #9910; Cell Signaling), p-IRF3 (clone 4D4G,
#4947; Cell Signaling), and p-STAT1 (clone D4A7, #7649; Cell
Signaling). Protein loading was normalized using an antibody
against GAPDH (clone 6C5, sc-32233, Santa Cruz
Biotechnology) or against human Vinculin (clone VIN-11-5,
#V4505; Sigma-Aldrich).

Flow Cytometry

Phenotypic analysis was carried out by immunofluorescence
using standard procedures. Mouse monoclonal antibodies used
for cell-surface staining included fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labeled anti-CD14 (clone M@P9; BD) and PE-labeled
anti-TLR4 (clone HT A125; BioLegend). Isotype-matched labeled
antibodies were included as negative controls.

Statistical Analysis

For the analysis of clinical data, Stata 14.0 for Windows (Stata
Corp LP, College Station, TX, USA) was used. For the discovery
cohort, a non-parametric Wilcoxon test was used to assess the
statistical significance of differences between pre- and
posttreatment RA plasma sCD14. For the validation cohort,
most quantitative variables followed a non-normal distribution,
so they were represented as median and interquartile range
(IQR), and the Mann-Whitney or Kruskal-Wallis tests were
used to analyze significant differences. Qualitative variables were
described using a calculation of the proportions, and Fisher’s
exact test was used to compare categorical variables. To assess the

ability of either baseline CD14 (sCD14) or the variation in
sCD14 between baseline and 6 months’ follow-up visits
(AsCD14) to discriminate between MTX-responder and MTX-
non-responder patients, we generated receiver operating
characteristic (ROC) curves through the command roctab and
the option graph. Each cutoff point was selected on the basis of
the best trade-off values between sensitivity, specificity, cases
correctly classified, and positive (LR+) and negative (LR-)
likelihood ratios reported using the command roctab with the
option detail. With the use of these cutoff values, new variables
were generated to define patients with high or low baseline
sCD14 and those with relevant sCD14 decrease. Then, we
estimated the ORs and their 95% CI with the command cs of
Stata, with the option or. This command also provides the
statistical significance with Fisher’s exact test.

To estimate with a better precision the capability of sCD14 to
discriminate between MTX-responder and non-responder
patients, we performed a multivariable logistic regression
analysis in which the dependent variable was response to
MTX, and as independent variables, gender, age, and baseline
DAS28 were included, which are well-known predictors of
treatment response in RA. Then, we consecutively included
sCD14 or AsCD14 in the model to determine their respective
ORs adjusted by age, gender, and baseline DAS28.

Statistical analysis for the rest of the figures was done using
GraphPad Prism, using parametric Student’s t-test, as
appropriate, and one-way ANOVA test coupled with Tukey’s
post-hoc test, where indicated. p-Value <0.05 was considered
significant (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

RESULTS

Pemetrexed Induces a Proinflammatory
Profile in Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor-Primed
Macrophages

We have previously described that low-dose MTX modifies the
transcriptome of proinflammatory TS®™ GM-CSF-primed
macrophages (GM-MQ@) (21) (GSE71253). Since PMX also
influences the expression of MTX-regulated genes (CCL20,
LIF, MET, and GDFI5) (21), we sought to determine the
whole range of transcriptional changes induced by PMX in
human macrophages. Comparison of the gene signatures of
GM-CSF-primed monocyte-derived macrophages in the
absence (GM-MQ) or presence (PMX-GM-M®) of PMX (50
nM) (Figure 1A) revealed a large number of significant
transcriptional differences (Figure 1B) and that the gene
profile of PMX-GM-M®@ was enriched in terms like
“HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE” and
“TNFA_VIA_NFxB_SIGNALING” GSEA gene sets (31)
(Figures 1C, I), supporting the notion that the continuous
presence of PMX determines the acquisition of a more
proinflammatory profile. Actually, PMX enhanced expression
of NFxB-target genes and MTX-regulated genes (Figure 1E)
and, like MTX (21), potentiated the expression of p53 target
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FIGURE 1 | PMX promotes the acquisition of a proinflammatory gene profile in GM-M@. (A) Schematic representation of the experiments. Monocytes were
untreated or exposed to 50 nM of PMX at the beginning of the 7-day macrophage differentiation process with GM-CSF, and the mRNA levels were determined at
day 7 on GM-M@. (B) Volcano plot of RNAseq results showing the PMX-induced gene expression changes in GM-M@. The number of annotated genes whose
expression is upregulated or downregulated in GM-MQ@ after 7 days of PMX treatment (adjusted p < 0.05) is shown. (C, D) GSEA (http://software.broadinstitute.org/
gsea/index.jsp) on the ranked comparison of the transcriptome of PMX-GM-M@ versus untreated GM-M, using the Hallmarks v7 data set available at the web site.
(E, F) RSEM expression values of the informative genes from the indicated GSEA enriched plot and found in the leading edge; adjp value is indicated. (G) GSEA on
the ranked comparison of the transcriptome of PMX-GM-MQ@ versus untreated GM-M@, using the genes significantly modulated by MTX in GM-M@ as data set.

(H) Venn diagram comparing the genes differentially expressed by PMX in GM-M@ with the genes significantly altered by MTX in GM-M@. (I) Summary of GSEA with
the indicated gene set on the ranked comparison of the transcriptomes of MTX-GM-M@ vs. GM-M@, and PMX-GM-M@ vs. GM-M@. Circled area is proportional to
the absolute value of the normalized enrichment score (NES), which is indicated inside the circles. The intensity of color increases with the enrichment of the gene
signature (red, positive enrichment; blue, negative enrichment). False discovery rate (FDRq) is also indicated. The gene sets used were the Hallmarks (v7.2) data set
available at the web site and the “SREBP-dependent gene set” data set (34). For panels G-I, the transcriptome data of MTX-treated GM-MQ@ have been previously
described (21) and are available at GEO (https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) (GSE71253). PMX, pemetrexed; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor; GSEA, gene set enrichment analysis; MTX, methotrexate.

genes (Figures 1D, F). Moreover, comparison of the gene  has been recently connected to macrophage polarization and to
signature of MTX-GM-M@ (GSE71253) and PMX-GM-M@ the capacity of macrophages to acquire a reparative profile (35).
revealed a large overlap of the respective transcriptional effects

of both antifolates (Figures 1G-I and Supplementary
Figure 1), thus emphasizing that, like MTX, PMX promotes Pemetrexed Treatment Promotes a

the acquisition of a more proinflammatory and p53-dependent T_ranscrlptlonal S_tate_ of Tolerance to

gene signature in GM-M@. Regarding differences between Lipopolysaccharide in Human

antifolates, MTX-treated macrophages exhibit a significant ~Macrophages: Involvement of the TLR4
over-representation of SREBP-dependent genes, while this ~ Signaling Pathway

over-representation is not seen in PMX-treated macrophages =~ Macrophage response to a given stimulus is dependent on
(Figure 1I). This difference is relevant because SREBP activity ~ extracellular cues that they have been previously exposed to
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(training/tolerance) (13-15). Thus, we next asked whether PMX
promoted macrophage tolerance state at the transcriptional level.
To that end, we determined the gene signature of LPS-stimulated
(3 h) GM-M@ differentiated in the presence of PMX, FA (a
reduced folate with high-affinity for RFC (36)], or PMX+FA
(Figure 2A). Compared with LPS-treated GM-M®, LPS-treated
PMX-GM-M@ exhibited a significantly (Jlog,FC| >1; adjp < 0.05)
elevated expression of 355 genes and diminished mRNA levels of
273 genes (Figure 2B). Supporting the specificity of PMX, none of
these changes were observed in LPS-treated PMX+FA-GM-MQ,
whose transcriptome was indistinguishable from that of control
FA-GM-MQO (Figure 2B). Interestingly, GSEA revealed a very
significant reduction of the genes within the GSEA
“HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE” gene set (31)
(Figure 2C) in LPS-treated PMX-GM-M®, a negative
enrichment that was not seen in PMX+FA-GM-MQ
(Figure 2C). Therefore, the presence of PMX during
macrophage differentiation impairs the LPS-induced expression
of inflammation-related genes, thus indicating that PMX
promotes the acquisition of a tolerance state in macrophages.

Conversely, expression of the “p53_Target_Genes” gene set was
significantly and specifically enriched in LPS-treated PMX-
GM-MO (Figure 2C). Moreover, the role of p53 in the PMX-
induced tolerance was suggested by using the p53 inhibitor
pifithrin-c, which dose dependently diminished the expression
of three previously reported PMX-responsiveness genes
(GDF15, LIF, and CDKNIA mRNA) in LPS-treated PMX-
GM-MO (Figure 2D). Since the CDKNI1A-encoded p53 target
gene p21 determines the reparative and anti-inflammatory
profile of macrophages (37), this result supports the notion
that PMX conditions macrophages towards a tolerance
transcriptional state.

To evaluate the functional correlate of the PMX-induced
transcriptional tolerance, we analyzed the ability of PMX to
modify human macrophage responses upon TLR4 engagement.
In agreement with the RNAseq data, LPS-treated (3 h) PMX-
GM-MO displayed a considerably diminished IL6 and ILIB
mRNA expression when compared with LPS-treated GM-MQ
(Figure 3A). Moreover, PMX-GM-M® produced significantly
lower levels of LPS-induced IL-6, TNFo,, and IL-10 after both
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FIGURE 2 | PMX promotes a transcriptional state of LPS tolerance. (A) Experimental design. Monocytes were untreated (GM-M@), exposed to 50 nM of PMX (PMX-
GM-MQ@), 5 uM of folinic acid (FA-GM-MQ), or both (PMX+FA-GM-MQ) at the beginning of the 7-day macrophage differentiation process with GM-CSF and challenged
with LPS (10 ng/ml) on day 7. Cells were assayed 3 h post LPS stimulation. (B) Volcano plot of RNAseq results showing gene expression changes 3 h post-LPS
stimulation in PMX-treated GM-M@ (LPS_PMX-GM-MQ/LPS_GM-MJ, left) and PMX+FA-treated GM-M@ (LPS_PMX+FA-GM-M@/LPS_FA-GM-MQ, right). The number
of annotated genes whose expression is upregulated or downregulated 3 h post-LPS stimulation in GM-M@ after 7 days of PMX, FA, or PMX+FA treatment (adjusted
p < 0.05) is shown. (C) Summary of GSEA with the indicated gene sets on the ranked comparison of the transcriptomes of LPS-treated PMX-GM-M@ vs. LPS-treated
GM-MQ@, and LPS-treated PMX+FA-GM-M@ vs. LPS-treated FA-GM-M®@. Circled area is proportional to the absolute value of the normalized enrichment score (NES),
which is indicated inside the circles. The intensity of color increases with the enrichment of the gene signature (red, positive enrichment; blue, negative enrichment).
False discovery rate (FDRq) is also indicated. The gene sets used were the Hallmarks v7.2 data set available at the web site and the “p53_Target_Gene” data set (32).
(D) Gene expression determined by gRT-PCR on monocytes stimulated with PMX in the absence or presence of pifithrin-o. (PFT, 25-50 uM) during the GM-CSF-
dependent differentiation process and challenged with LPS for 3 h. Mean + SEM of four independent donors are shown (o < 0.05). Results are expressed as fold
induction, which indicates the expression of each gene in PMX-exposed relative to control cells, and untreated or treated with PFT. PMX, pemetrexed; LPS,
lipopolysaccharide; GSEA, gene set enrichment analysis.
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short-term (3 h) and long-term (24 h, for IL-6 and IL-10) LPS
exposure (Figures 3B-D). The specificity of the PMX effect was
demonstrated by the absence of the inhibitory effect in
PMX+FA-GM-MQ@ (shown in Figures 3A, E, F), thus
indicating that the effects of PMX are mediated through OCM
blockade. Of note, PMX-GM-M® also produced lower level of
IL-6 and IL-10 after exposure to the TLR2 ligand lipoteichoic
acid (LTA), thus indicating that PMX attenuates inflammatory
cytokine expression in response to either TLR4 or TLR2 ligands
(Supplementary Figure 2). Altogether, these results indicate that
PMX conditions macrophages for the acquisition of a tolerance
state at the transcriptional and functional levels.

Previous studies have demonstrated that tolerant-
macrophages exhibit a lower level of MAPK and NFxB
activation upon TLR stimulation (22, 38, 39). To determine
whether PMX promotes “bona fide” innate tolerance in
macrophages, we first determined the levels of MAPK and
IkBo activation in LPS-treated PMX-GM-M@. Upon LPS
stimulation, PMX-treated GM-M@ exhibited a reduced
activation of p38 and JNK compared with untreated GM-M@
(Figure 4A). By contrast, and as described in other cellular
systems (40), PMX-GM-MQ showed an increased and more
sustained phosphorylation of ERK1/2 in response to LPS
(Figure 4A). Besides, a slower kinetics of IkBo. degradation
was detected in LPS-exposed PMX-GM-M@ (Figure 4B), an
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effect abolished in the presence of FA (PMX-FA-GM-MQ,
Figure 4C). Further and compared with GM-M®, LPS
induced lower levels of p-IRF3, p-STATI1, and IFNB1 and
CXCLI10 secretion in PMX-GM-M@ (Figures 4D-G). Taken
together, these results demonstrate that OCM blockade impairs
TLR4-initiated intracellular signaling and the establishment of a
state of LPS tolerance.

Pemetrexed and Methotrexate Regulate
CD14 Expression in Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor-
Primed Human Macrophage

Next, we determined whether PMX affected the expression of
negative regulators of TLR-induced cytokine production that
contribute to LPS tolerance (38). Unlike MTX-induced
tolerance, mostly mediated by increased TNFAIP3 (A20)
expression (38, 39, 41, 42), no difference in TNFAIP3
expression was found between LPS-treated GM-M®@ and LPS-
treated PMX-GM-M®@ (not shown). Thus, we next screened for
genes coding for regulators of TLR-induced activation and
whose expression significantly differs between GM-M@ and
PMX-GM-MQ, and we found that PMX-GM-M® cells express
significantly lower levels of CDI4 mRNA than GM-MQ
(Figure 5A). After validation of this result in additional
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FIGURE 3 | PMX alters TLR4 responsiveness in GM-CSF-primed macrophages. (A) Expression of IL1B and /L6 by monocytes differentiated with GM-CSF in the
absence or presence of PMX (50 nM), folinic acid (FA; 5 uM), or both and challenged with LPS for 3 h, as determined by gRT-PCR. Mean + SEM of three
independent donors are shown. Groups were compared by applying one-way ANOVA ("p < 0.05). Production of IL-6 (B), TNFa. (C), or IL-10 (D) by monocytes
differentiated with GM-CSF in the absence or presence of PMX and challenged with LPS for 3 and 24 h, as determined by ELISA. Mean + SEM of seven
independent donors are shown (o < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001). Production of IL-6 (E) and TNFa (F) by monocytes differentiated with GM-CSF in the absence
or presence of PMX (50 nM), folinic acid (FA; 5 uM), or both and challenged with LPS for 3 h, as determined by ELISA. Mean + SEM of five independent donors are
shown. Groups were compared by applying one-way ANOVA (with Tukey’s post-hoc test, *p < 0.05, *p < 0.01). PMX, pemetrexed; GM-CSF, granulocyte-
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FIGURE 4 | PMX alters TLR4 signaling in GM-CSF-primed macrophages. (A, B) Immunoblot analysis of pERK, pJNK, and pp38 (A) and IkBo. (B) by monocytes
differentiated with GM-CSF in the absence or presence of PMX for 7 days and challenged with LPS for the indicated time points. (C) Immunoblot analysis of IkBo. by
monocytes differentiated with GM-CSF in the absence or presence of PMX, PMX+FA or FA for 7 days and challenged with LPS for 30 min. (D, E) Immunoblot
analysis of pIRF3 by monocytes differentiated with GM-CSF in the absence or presence of PMX (D), folinic acid (FA), or both (E) for 7 days and challenged with LPS
for the indicated time points. (F) Immunoblot analysis of pStat1 by two independent preparations of monocytes differentiated with GM-CSF in the absence or
presence of PMX for 7 days and challenged with LPS for 2 h. In panels (A-F), a representative experiment of two to four independent donors is shown. Molecular
weight markers are indicated. Arrowheads indicate the protein of interest. (G) Production of IFNf and CXCL10 by monocytes differentiated with GM-CSF in the
absence or presence of PMX challenged with LPS for 3 h (IFNB) or 24 h (CXCL10), as determined by ELISA. Mean + SEM of seven independent donors are shown
(*p < 0.05). PMX, pemetrexed; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; LPS, lipopolysaccharide.

samples (shown in Figure 5A), we confirmed that PMX-GM-
MO cells express a significantly lower level of cell surface CD14
[membrane-bound CD14 (mCD14)] than GM-MQ
(Figures 5B, C). Specifically, the percentage of CD14-positive
cells was 75% in GM-M® and 45% in PMX-GM-M®, whereas
the mean fluorescence significantly varied at 46.5 and 36,
respectively (Figure 5B). Further, sCD14 was also
significantly lower in the supernatant of PMX-GM-M® than
in control GM-MO cells (Figure 5D), and the PMX-induced
reduction of mCD14 and sCD14 was completely reversed in the
presence of FA (Figures 5C, E). Of note, TS knockdown
diminished CD14 expression without further effect of PMX
(Figure 5F), thus indicating that the PMX-triggered CD14
downregulation is dependent on TS expression. Of note, the
antifolate MTX exhibited the same effect, as MTX-GM-M@
showed significantly lower expression of CDI4 mRNA,
mCD14, and sCD14 than did GM-M®, an effect also
prevented by FA (Figures 5G-K). Therefore, OCM blockade
mediates the loss of CDI4 gene and protein expression in
macrophages differentiated in the presence of antifolates
(PMX-GM-M® or MTX-GM-M®). The physiological
significance of these findings was further stressed by the fact
that both antifolates only impaired CD14 expression in
proinflammatory GM-M®, whereas they did not modify

CD14 expression in M-CSF-conditioned macrophages (M-
MQ) (Figures 5G, H), which resemble anti-inflammatory
tissue-resident and pro-tumoral TAM (20, 43, 44).

Exogenous Soluble CD14 Restores the
Impaired Lipopolysaccharide
Responsiveness of Pemetrexed or
Methotrexate-GM-MQ@

Since the reduced expression of sCD14 and mCD14 correlated
with diminished intracellular signaling and cytokine responses to
LPS in PMX-GM-M®, we next determined whether CD14 had a
role in the PMX-induced macrophage tolerance state by assaying
LPS responsiveness of PMX-GM-M® in the presence of
increasing concentrations of exogenous sCD14. Addition of
sCD14 increased the LPS-induced activation of p38 and JNK,
as well as the LPS-induced degradation of IxkBot in PMX-GM-
M@, but not in GM-MQ (Figure 6A). Noteworthy, the same
results were found in MTX-GM-MQ (Figure 6B). Moreover,
sCD14 dose dependently increased the LPS-induced IL-6
production in PMX-GM-M@, but not in LPS-treated GM-MQ
(Figure 6C). Therefore, exogenous sCD14 partly restores the
inhibitory effect of PMX on TLR4-initiated intracellular signaling
and IL-6 production and demonstrates that CD14 mediates the
OCM-dependent pro-tolerant effect of PMX.
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FIGURE 5 | OCM blockade diminished CD14 expression on GM-CSF-primed macrophages. (A) CD74 mRNA expression on monocytes stimulated with PMX
during the GM-CSF-dependent differentiation process, as determined by RNAseq (adjp = 107°, left) and by gRT-PCR (right, n = 11 independent donors; each
symbol represents a single donor, ***p < 0.001). (B) Cell surface expression of CD14 and TLR4 on monocytes differentiated with GM-CSF in the absence or in
the presence of PMX, as determined by flow cytometry. Filled histograms indicate the fluorescence levels produced by an isotype-matched antibody. The
percentage of marker-positive cells and the mean fluorescence intensity (in parentheses) are indicated. The experiment was done on eight independent donors,
and two representative donors are shown. The average of percentage of positive cells and MFI + SD for CD14 in GM-M@ and PMX-GM-M@ is shown in the
right panel. Groups were compared by applying the t-test ("o < 0.05, **p < 0.01). (C) Cell surface expression of CD14 on monocytes differentiated with GM-CSF
in the absence (filled histograms) or in the presence of PMX (empty histograms) or PMX+FA for 7 days (histograms with a dotted line), as determined by flow
cytometry. The experiment was done on four independent donors, and a representative is shown. (D) Soluble CD14 level in the supernatant of monocytes
differentiated with GM-CSF in the absence or in the presence of PMX for 7 days, as determined by ELISA (n = 12 independent donors; each symbol represent a
single donor; **p < 0.001). (E) Soluble CD14 level in the supernatant of monocytes differentiated with GM-CSF in the absence or presence of PMX, folinic acid
(FA), or both, as determined by ELISA (n = 6 independent donors). Groups were compared by applying one-way ANOVA (with Tukey’s post-hoc test, “p < 0.05).
(F) Left, CD14 mRNA expression on GM-M@ transfected with control siRNA (scr) and siRNA for thymidylate synthase (siTYMS) and exposed to PMX for 48 h, as
determined by qRT-PCR (n = 4 independent donors). Groups were compared by applying one-way ANOVA (with Tukey’s post-hoc test, *p < 0.05). Right, TYMS
mRNA expression on GM-M@ transfected with control siRNA and siRNA for TYMS for 48 h, as determined by gRT-PCR (n = 4 independent donors, *p < 0.05).
(G) CD174 mRNA expression on monocytes stimulated with MTX (50 nM) during the GM-CSF or M-CSF-dependent differentiation process, as determined by
qRT-PCR (n = 6 independent donors, “**p < 0.001). (H) Cell surface expression of CD14 on monocytes differentiated with GM-CSF (GM-M@) or M-CSF (GM-
M@) in the absence (empty histograms) or in the presence of MTX or PMX (histograms with a dotted line), as determined by flow cytometry. Filled histograms
indicate the fluorescence levels produced by an isotype-matched antibody. (I) Cell surface expression of CD14 on monocytes differentiated with GM-CSF in the
absence (filled histograms) or in the presence of MTX (empty histograms) or MTX+FA (histograms with a dotted line), as determined by flow cytometry. For
panels H and |, the experiment was done on four independent donors, and a representative is shown. (J) Soluble CD14 level in the supernatant of monocytes
differentiated with GM-CSF in the absence or in the presence of MTX for 7 days, as determined by ELISA (n = 15 independent donors, each symbol represent a
single donor; ***p < 0.001). (K) Soluble CD14 level in the supernatant of monocytes differentiated with GM-CSF in the absence or presence of MTX, folinic acid
(FA), or both, as determined by ELISA (n = 4 independent donors). Groups were compared by applying one-way ANOVA (with Tukey’s post-hoc test, “p < 0.05).
OCM, one-carbon metabolism; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; PMX, pemetrexed; MFI, mean fluorescence intensity.
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Soluble CD14 Diminishes in Early
Rheumatoid Arthritis Patients Who Are
Methotrexate Responders

Finally, we sought to determine the therapeutic relevance of the
CD14 downregulation in GM-M@ generated in the presence of
antifolates. Although PMX and MTX similarly diminished
mCD14 and sCD14 in GM-M@ (shown in Figure 5), only
low-dose MTX is an anchor drug for RA treatment (23, 45).
Therefore, we turned to RA patients treated with MTX to
evaluate the clinical significance of the association between
antifolate exposure and CD14 downregulation. Specifically, we
determined sCD14 level in plasma from MTX-responder RA
patients both at baseline and after 6 months of treatment with
MTX. We found that sCD14 levels significantly decreased in
patients who respond to MTX (Figure 7A). Moreover, sCD14
levels positively correlated with disease activity score DAS28 and
CRP (Figures 7B-E). These results indicate that sCD14
expression is lower in MTX responder RA patients, suggesting
that sCD14 might be a biomarker for MTX response. To confirm
these findings, we determined sCD14 concentration in a
validation cohort of early arthritis patients at baseline and
during 6 months of MTX monotherapy, including both MTX-
responder and non-responder patients (see Materials and
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FIGURE 6 | sCD14 restores p38 and JNK activation and IL-6 production in LPS-treated PMX-GM-M®@. Immunoblot analysis of pp38, pJNK, and IkBa by GM-M@
and PMX-GM-M@ (A) or MTX-GM-M@ (B) challenged with LPS in the absence or presence of 20 ng/ml (20) or 200 ng/ml (200) of sCD14 for 15 min (pp38, pJNK)
and 30 min (IkBay). The experiment was performed in four independent donors, and two of them are shown. The signal in pp38 in donor #2 (A) is saturated for
better detection of lane 8 (sCD14 200) in PMX-GM-M@. Molecular weight markers are indicated. Arrowheads indicate the protein of interest. (C) Production of IL-6
by GM-M@ or PMX-GM-M@ challenged with LPS in the absence or presence of 20 or 200 ng/ml of sCD14 for 3 h, as determined by ELISA. The experiment was
performed in four independent donors, and the relative production of IL-6 is shown (*p < 0.05). LPS, lipopolysaccharide; PMX, pemetrexed; sCD14, soluble CD14.

Methods for definition). Interestingly, baseline sCD14 levels in
MTX-non-responder patients were similar to those in control
healthy donors, whereas MTX-responder patients exhibited
significantly higher sCD14 serum levels (Figure 8A).
Moreover, sCD14 levels diminished in MTX-responder
patients but not in MTX non-responders (Figure 8B). In order
to determine whether baseline sCD14 and AsCD14 could be
MTX response biomarkers, we performed ROC analysis.
Although the area under the curve (AUC) of AsCD14 was
slightly higher than that of baseline sCD14 (Figure 8C), it did
not reach statistical significance. The best cutoft to discriminate
between MTX responder and non-responder patients was 2,460
ng/ml for baseline sCD14 (78% sensitivity and 70% specificity)
and 188 ng/ml for AsCD14 (83% sensitivity and 70% specificity).
The OR for having high baseline sCD14 and being MTX
responder was 8.4 (p = 0.0126), whereas the OR for a
decreased sCD14 was 11.1 (p = 0.0059) (Figure 8D).
Furthermore, after adjustment by variables related to MTX
response such as age, gender, and baseline DAS28, the OR
increased to 25.5 (for sCD14) and 40.35 (for AsCD14)
(Supplementary Table 1). Altogether, these results indicate
that determination of sCD14 levels could be a valuable tool to
predict or evaluate MTX response in RA patients.
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DISCUSSION

OCM is a complex network of biosynthetic pathways that
includes de novo biosynthesis of purines and thymidylate,
amino acid metabolism, and methylation reactions (1). In the
present report, we describe the impact of OCM on the functional
and gene expression profile of GM-CSF-primed human
monocyte-derived macrophages (GM-M@). We have found
that OCM blocker PMX induces the acquisition of a more
proinflammatory and p53-dependent gene signature in human
macrophages, an effect that resembles the transcriptomic
changes triggered by MTX, another antifolate with OCM-
blocking activity (Figure 1 and Supplementary Figure 1) (21).
Moreover, we describe that blocking OCM reprograms GM-MQ
towards a tolerance state, as PMX-GM-MQ cells exhibit a
reduced response to TLR ligands. LPS was used as a secondary
stimulus because several TLR4 ligands have been detected in the
synovial fluid of patients with active RA and also because low
doses of LPS are commonly used to exemplify cross-tolerance in
myeloid cells. The specificity of PMX effects was demonstrated
by the absence of the inhibitory effect in the presence of FA, a
reduced folate with high affinity for RFC (36). Mechanistically,
PMX reduces LPS-induced p38, JNK, IRF3, and STATI1
activation; IxBo degradation; and inflammatory cytokine
production in human macrophages. In line with these findings,
PMX also diminished the expression of mCD14 and sCD14, a
co-receptor for TLR4 required for MyD88-dependent signaling
at low concentrations of LPS, and for LPS-induced TLR4
internalization into endosomes and activation of TRIF-
mediated signaling (46, 47). Accordingly, PMX-GM-M® cells
exhibit diminished MyD88-dependent and TRIF-mediated
signaling, as well as reduced cytokine production (IL-6 and
IFNf1), upon exposure to LPS. The relevance of sCD14 in the
OCM-dependent pro-tolerant effect of PMX is supported by the
ability of exogenous sCD14 to restore the LPS sensitivity of
PMX-GM-M@. Altogether, these results indicate that the global
anti-inflammatory activity of PMX relies on its ability to induce a
proinflammatory profile in GM-CSF-primed macrophages,
making PMX-conditioned macrophages less responsive to
secondary inflammatory stimuli. These results link OCM to
innate immune tolerance (48) and demonstrate that antifolates
promote a proinflammatory state in macrophages and, in
parallel, trigger a loss of CD14 expression, all of which end up
establishing a tolerant state and an impaired response to
subsequent stimulation (LPS and LTA).

Cellular metabolism is a critical mediator of the
reprogramming of myeloid cells that takes place during trained
immunity (49). Increased aerobic glycolysis is a hallmark of 3-
glucan or Bacillus Calmette-Guerin (BCG)-induced trained
immunity in monocytes (50, 51). Regarding innate tolerance,
the metabolite itaconate inhibits LPS-mediated IxB induction
and induces tolerance in human monocytes (52). The lipid and
amino acid metabolisms are also important for the induction of
trained immunity (49), as metabolites of the cholesterol synthesis
pathway are crucial for establishing B-glucan-, BCG-, or oxidized
low-density lipoprotein (oxLDL)-induced trained immunity in

macrophages (53). We now describe that exposure of human
macrophages to antifolates (PMX or MTX) results in the
acquisition of an innate tolerance state, thus demonstrating
that the OCM is another metabolic circuit that critically
mediates trained immunity.

CD14 acts both as a pattern recognition receptor (54, 55) and
as a receptor for LPS (56). In the context of RA, Lewis et al. have
recently defined three distinct histopathological entities based on
transcriptional data from the synovium of early treatment-naive
RA patients: fibroblastic pathotype, macrophage-rich myeloid
pathotype, and lympho-myeloid pathotype (57). The analysis of
CD14 mRNA expression in the three pathotypes (https://peac.
hpc.gmul.ac.uk/) revealed that CD14 expression is higher in
lymphoid pathotype (adjp 5.7e-0> versus myeloid pathotype,
adjp 6.8e-0 versus fibroid pathotype), indicating that CD14
marks the lymphoid-rich pathotype with high plasma cell
accumulation. Moreover, synovium CD14 expression
correlated positively with disease activity (adjp 0.016) (57, 58).
Along the same line, sCD14 levels are increased in RA synovial
fluid and serum compared with osteoarthritis patients (59, 60).
sCD14 plays an important role in mediating the immune
responses to LPS of CD14-negative cells such as endothelial
cells and epithelial cells and induces proinflammatory cytokines
in fibroblast-like synovial cells from RA patients (61). The
modulation of CD14 expression by antifolates that we now
report supports the anti-inflammatory role of MTX in RA
patients and leads us to suggest that MTX-treated RA patients
would exhibit lower levels of sCD14 and mCD14 in myeloid
cells, lower responsiveness to TLR4-dependent damage-
associated molecular patterns (DAMPs), and a lower
proinflammatory profile. In line with this hypothesis, we have
observed that sCD14 level diminishes in serum of early RA
patients responding to MTX treatment. Considering that MTX is
the first line in RA treatment and the importance of taking
advantage of the window of opportunity to achieve early
remission, it would be of interest to select those patients with
the highest odds to be MTX responders. In this regard, a low
baseline sCD14 can identify patients who are MTX non-
responders, in order to try a DMARD with other mechanism
of action. We are aware that there is enough overlap of sCD14
baseline levels between responder and non-responder patients.
In this case, it would be also useful to measure the variation in
sCD14 levels that could help to better identify non-responder
patients in doubtful cases. We acknowledge that a validation
cohort with a larger number of patients should be analyzed in the
future to gain more robust results.

On the other hand, it is well known that MTX withdrawal due
to adverse events is more frequent than inefficacy (62). PMX is a
chemotherapeutic drug with substantial activity against lung
carcinomas usually considered as refractory to classical
antifolates (63). Although not used as a DMARD in RA, PMX
has been shown to suppress the release of TNFo. from activated T
cells of RA patients and also ameliorates experimental arthritis in
a model of collagen-induced arthritis in rats, thus indicating that
PMX exhibits an anti-inflammatory action both ex vivo and in
vivo (12, 64). In spite of these antecedents, the anti-inflammatory
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efficacy of PMX has not been previously tested in the case of
innate immune cells. Our results indicate that besides a robust
antifolate-mediated cytostatic effect, PMX exerts a huge
reprogramming effect on human macrophages, thus opening
further research of this drug to new opportunities beyond the
limit of its actual clinical utility.
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