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RESUMEN

Introduccion: La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica
autoinmune, caracterizada por sinovitis persistente principalmente de pequefas
articulaciones. Aunque la membrana sinovial es el foco principal de la lesidn, esta
patologia puede manifestarse de forma extraarticular, dando lugar a complicaciones
severas y comorbilidades tales como aterosclerosis acelerada y enfermedad
cardiovascular, suponiendo una de las principales causas de mortalidad en estos
pacientes.

El tratamiento de la AR ha sufrido un gran avance en las ultimas décadas gracias al
desarrollo de terapias bioldgicas dirigidas frente a moléculas especificas implicadas en
la cascada inflamatoria y/o respuesta inmune. En este sentido, Tocilizumab (TCZ),
anticuerpo monoclonal humanizado dirigido frente al receptor de IL-6, ha demostrado
ser un tratamiento eficaz para el control de la actividad inflamatoria de la AR. Sin
embargo, sus efectos sobre el perfil aterotrombdtico que presentan los pacientes AR
aun no han sido analizados.

Por tanto, el objetivo de la presente tesis fue investigar el efecto de TCZ sobre la
disfuncion endotelial y la alteracién del estatus oxidativo, asi como analizar los
cambios moleculares en la actividad inflamatoria de los monocitos y los neutrdfilos,
principales mecanismos responsables del desarrollo de aterosclerosis y enfermedad
cardiovascular en los pacientes con AR.

Materiales y métodos: En este trabajo se llevaron a cabo estudios in vivo en una
cohorte de 20 pacientes con AR (criterios ACR 1987/2010) con respuesta inadecuada a
farmacos modificadores de la enfermedad (FAMEs), a los que se les administré TCZ
(162 mg) una inyeccién subcutdnea semanal durante 6 meses. Se realizd una
evaluacién clinica y analitica y se recogieron muestras de sangre periférica antes y
después del tratamiento. Para evaluar la especificidad del TCZ se llevaron a cabo
estudios in vitro con la linea celular endotelial HUVEC y monocitos y neutrdfilos
purificados de pacientes AR con alta actividad de la enfermedad y que no tomaban
ninguna terapia bioldgica.

Se analizd la funciéon microvascular endotelial mediante la prueba de hiperemia
reactiva post-oclusiva (PORH) realizada con un Laser-Doppler linear Periflux 5010. Se
midieron los niveles de moléculas de adhesién VCAM-1 y E-selectina en el plasma de

los pacientes AR. Se analizaron marcadores de estrés oxidativo en monocitos y



neutrofilos por citometria de flujo. Se analizd los niveles de expresion génica de un
panel de moléculas implicadas en inflamacion, adhesién celular y migracion en
monocitos y células endoteliales. Se realizd un array de proteinas para medir la
fosforilacion de 18 kinasas en los monocitos de los pacientes AR. Se midio la
generacion de NETosis inducida in vitro con PMA o IL-6 mediante la tincidn con SYTOX
de las fibras de ADN vy la expresion de mieloperoxidasa y elastasa en neutrdfilos. El
porcentaje de granulocitos de baja densidad se determiné por citometria de flujo.
Resultados: TCZ mejord la actividad de la enfermedad, los pardmetros clinicos y los
perfiles lipidico y autoinmune tras 6 meses de tratamiento. TCZ mejord la disfuncion
endotelial y redujo el estrés oxidativo de monocitos y neutrdfilos de pacientes AR. En
cuanto al monocito, el tratamiento con TCZ modulé su actividad proinflamatoria y
protrombotica mediante la reduccion de genes implicados en la inflamacion, migracién
y la fosforilacion de vias intracelulares especificas. En la alteracion de la funcién del
neutrofilo, TCZ disminuyd el porcentaje de granulocitos de baja densidad y previno la
generacion de NETosis. Todos estos resultados in vivo se confirmaron después del
tratamiento in vitro con TCZ de monocitos y neutrdfilos purificados de pacientes con
ARy con cocultivos con células endoteliales.

Conclusiones: TCZ es un farmaco que mejora el perfil proaterotrombdético en pacientes
con AR mediante la regulacion simultanea de la dislipidemia, la disfuncién endotelial y
la actividad inflamatoria de monocitos y neutrdfilos, a través de mecanismos
implicados en la modulacion del estrés oxidativo, NETosis y vias de sefializacién

intracelular.
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INTRODUCCION

ARTRITIS REUMATOIDE

1. CONCEPTO Y EPIDEMIOLOGIA
La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica

autoinmune caracterizada por sinovitis persistente, principalmente de las
articulaciones pequefias de manos y pies, junto con la produccién de
autoanticuerpos como el factor reumatoide (FR) y los anticuerpos antipéptido
citrulinados ciclicos (ACPA) y por inflamacién sistémica. A nivel local, las
células inmunes invaden la membrana sinovial, dando lugar a Ila
neovascularizacion, hiperplasia sinovial y formacién de pannus, provocando la
destruccion del cartilago y la erosidon del hueso adyacente, lo cual produce
deformidades y, en ultima instancia, la pérdida de la funcion de la articulaciéon
afectada.

Aunque la membrana sinovial es el foco principal de la lesién, esta patologia
puede manifestarse de forma extraarticular, dando lugar a complicaciones
severas y comorbilidades tales como afectacién pulmonar, anemia, sindrome
febril, aterosclerosis acelerada, enfermedad cardiovascular y cerebrovascular,
osteoporosis y depresidn, entre otras ! La AR es una enfermedad compleja
cuyas complicaciones y comorbilidades se asocian al deterioro de la capacidad
funcional, asi como disminucién de la calidad de vida y pérdida de
independencia que resultan en incapacidad laboral, mortalidad prematura y
aumento del coste socio sanitario *°.

Es una de las enfermedades autoinmunes mas prevalentes, alrededor del 1%
de la poblacion mundial. Su prevalencia varia entre paises, siendo un 0,5% en
nuestro pais, segin datos del estudio sobre prevalencia de las enfermedades
reumaticas en la poblacién espafiola, EPISER *. Las mujeres son tres veces mas
propensas a padecer esta enfermedad que los hombres y, aunque puede

ocurrir a cualquier edad, tiene un pico de incidencia entre los 40 y los 60 afios.



2.

ETIOPATOGENIA
La AR es una enfermedad sistémica compleja cuya etiopatogenia no

es totalmente conocida. El desarrollo de la enfermedad es el resultado de una
interacciéon compleja entre genotipo, factores ambientales y azar, que
desencadenan una activacion repetida del sistema inmune innato y adquirido
involucrada en la pérdida de la tolerancia inmunoldgica, la presentacién
aberrante de autoantigenos y la activacién de linfocitos T y B. Todos estos
eventos culminan en una hiperplasia sinovial y la destruccién dsea
caracteristicas de la enfermedad, ambas responsables de la inflamacion
articular y la inflamacién sistémica’. Asi pues, aunque la etiologia de la AR es
desconocida, se considera una enfermedad genética compleja, en la que
diversos genes y factores ambientales, étnicos, geograficos y nutricionales
interaccionan para causar los eventos patoldgicos (Figura 1). El inicio de la
enfermedad parece ser desencadenado por factores ambientales, en funcidon
de una predisposicion genética combinada con la alteracién de las respuestas
inflamatorias (linfocitos T y B, macrdfagos y células dendriticas), células
sinoviales residentes (fibroblastos sinoviales, células endoteliales y pericitos) y
osteoclastos °. La interaccién conjunta de estas células induce la produccién y
liberacién de citoquinas proinflamatorias y enzimas que degradan la matriz en
el sinovio o membrana sinovial. La mayoria de los pacientes presentan en
suero autoanticuerpos como el FR y los ACPA, lo que ha conducido a la
clasificaciéon de la AR como una enfermedad autoinmune. Aunque el FR
también puede encontrarse en otras enfermedades autoinmunes vy
condiciones inmunolégicas como la infeccién crénica y en estados
inflamatorios, la presencia de ACPA es altamente especifica, evidencia de que
la autoinmunidad frente a proteinas citrulinadas es un factor clave en la
patogénesis de la AR. Sin embargo, aproximadamente un 20% de los
pacientes no presentan autoanticuerpos, lo que sugiere una heterogenecidad
etioldgica de la enfermedad . En los ultimos afios se estan produciendo
cambios en la comprensidn de la patogenia de esta enfermedad, clasicamente
considerada ante todo inflamatoria, dado que se consideraba que los
linfocitos T eran las células clave de la AR. Sin embargo, los progresos
desarrollados en las técnicas de biologia molecular han identificado nuevas

rutas, independientes de la expresidn alterada de citoquinas, que también
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contribuyen a su patogenia y para las que las estrategias terapéuticas

. . . . . . 8
antinflamatorias o inmunosupresoras disponibles no son efectivas °.
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Figura 1. Etiopatogenia de la AR. Interacciones de los genes con los factores ambientales
promueven una pérdida de tolerancia a proteinas propias que contienen residuos de
citrulina, generados por modificaciones postranslacionales. La respuesta anticitrulina puede
ser detectada en los compartimentos de linfocitos T y B y probablemente sea iniciado en
tejidos linfoides secundarios o en la médula dsea. Posteriormente, la respuesta inflamatoria
ocurre en la articulacion por mecanismos no bien conocidos que posiblemente involucran
vias especificas microvasculares, neuroldgicas, biomecanicas o de otros tejidos. La sinovitis
es iniciada y perpetuada por posibles mecanismos de feed-back que conducen al desorden
sistémico que compone el sindrome de la AR. (Tomado de lain B. McInnes. New England

Journal Med 2011; 365:2205-19) [1].
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GENETICA Y FACTORES AMBIENTALES
Los factores genéticos juegan claramente un papel esencial en el

desarrollo de la enfermedad. Asi, se considera que la AR es una enfermedad
altamente heredable. Desde hace mas de 3 décadas se conoce que existe un
factor de susceptibilidad genética en esta patologia ° la importancia que los
genes tienen en el desarrollo de la enfermedad ha quedado demostrada
mediante estudios realizados en gemelos monocigdticos, cuya tasa de
concordancia es del 12-15%, y dicigéticos, con una tasa de concordancia del
4% **' La heredabilidad en la AR es de un 65% aproximadamente, siendo
algo superior para los pacientes ACPA positivos (68%). El factor de riesgo
genético mas importante para el origen y gravedad de la AR, corresponde al
locus del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), en concreto al
sistema de HLA clase Il (antigenos leucocitarios humanos, del inglés “Human
Leukocyte Antigen), un conjunto de genes implicados en el reconocimiento
antigénico y la respuesta inmune, al cual se le atribuye entre un 30 y 50 % del
riesgo genético total. En 1987, Peter Gregersen localizé entre los pacientes
con AR una secuencia de aminodcidos muy conservada en la proteina HLA-
DRB1, que recibié el nombre de epitopo compartido (SE, del inglés Shared
Epitope). La secuencia se localiza en las posiciones 70-74 de la tercera region
hipervariable de la cadena DRB1. Contiene los aminoacidos conservados
QKRAA, QRRAA o RRRAA. Los alelos que codifican para esta secuencia son los
alelos HLA-DRB1*04 y HLA-DRB1*01. La principal funcién del HLA-DRB1 es la
presentacion de antigenos a las células T. Actualmente, se ha observado que
el SE estd fuertemente asociado a los pacientes con AR ACPA positivos (en
estos pacientes, el SE explica el 18% de la heredabilidad, mientras que para
los pacientes ACPA negativos solo explica el 2.4%). Parece ser que producirian
alteraciones a nivel de la regulacién postranscripcional, dando lugar a
proteinas citrulinadas, que son reconocidas como extrafias, desencadenando
la produccidn de anticuerpos ACPA en el inicio de la enfermedad. La presencia
de estos alelos no solo incrementa el riesgo de padecer AR, especialmente
seropositiva, sino que en numerosos estudios su presencia se ha asociado con
interacciones con factores medioambientales como el tabaco 12_16, asi como
también a un peor prondstico, con un mayor grado de destruccién articular y

17-19

presencia de manifestaciones extra-articulares . Ademas, los numerosos
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estudios de asociacion genética GWASs (del inglés, genomic-wide association
studies) realizados recientemente en AR han identificado mas de 100 factores
genéticos de riesgo, como por ejemplo STAT4, CTLA4, TRAF1/C5, TNFAIP3,
CD40, IL2RA, IL2RB, REL, BLK, IRF5 entre otros (figura 2). La mayoria de los loci
asociados con la AR se encuentran préximos a genes implicados en el sistema
inmune, principalmente genes que intervienen en la activacion de las células T
y B o en las rutas de sefializacidon de citoquinas, mostrando la importancia del

. . ; 20
sistema inmune en la patologia de esta enfermedad .
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Figura 2: Genes de susceptibilidad para la AR. Estudios recientes de asociacién
genética GWASs (del inglés, genomic-wide association studies) han identificado mas de
100 factores genéticos de riesgo en pacientes con AR, como por ejemplo STAT4,
CTLA4, TRAF1/C5, TNFAIP3, CD40, IL2RA, IL2RB, REL, BLK, IRF5 entre otros. Imagen
tomada de Diogo et al. Curr Opin Rheumatol. 2014; 26:85-92) [20]

Por otro lado, existen diferentes factores o agentes ambientales

implicados en la patogenia de la AR, entre ellos se encuentran: a) factores
hormonales, cuyo papel viene evidenciado por la mayor prevalencia de AR en
mujeres, especialmente durante los afios fértiles y la frecuente mejoria de la
enfermedad durante el embar32021,b) factores socioecondémicos, se ha

observado una asociacién inversa entre estos factores y el riesgo de

desarrollar AR 2%, c) factores dietéticos, se ha sugerido un papel protector

de la dieta mediterranea por su alto contenido de omega 3 2425 y d) agentes
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infecciosos, la periodontitis (producida por porphyromonas gingivalis) es 2
veces mas frecuente en sujetos con AR que en la poblacidon sana’®, otros
agentes infecciosos como el virus de Epstein-Baar, Citomegalovirus vy
Escherichia Coli han sido histéricamente relacionados con el desarrollo de AR.

Estudios recientes han relacionado las alteraciones del microbioma
intestinal con la presencia de autoanticuerpos positivos en esta enfermedad !
; Fumar y otras formas de estrés bronquial (por ejemplo, exposicién a cristales
de silice) aumentan el riesgo a padecer esta enfermedad en personas
predispuestas (la exposicion a cristales de silice, es un factor de riesgo bien
definido que duplica el riesgo de padecer AR) %’ De entre todos los factores
ambientales, el tabaquismo es el mas ampliamente estudiado y del que
existen mayores evidencias cientificas sobre su implicacion en esta
enfermedad. Es conocido que el riesgo de padecer AR es 1.5-2 veces mayor en
fumadores. Ademas se ha relacionado con la presencia de autoanticuerpos
positivos (FR y/o ACPAs) en pacientes con esta enfermedad, asi como con una
mayor severidad de la sintomatologia. Su efecto sobre la actividad de la
enfermedad y su curso clinico es controvertido, asi como sobre la progresion
de la destruccién articular; no obstante algunos estudios apuntan sobre un
fenotipo mas grave de AR y una mayor progresion radioldgica en los pacientes
fumadores. Asimismo, estudios publicados recientemente confirman una peor

. . 28
respuesta al tratamiento en los pacientes fumadores “".

FISIOPATOLOGIA
La patogenia de la AR es compleja y en ella intervienen diferentes

poblaciones celulares implicadas en la respuesta inmune innata y adquirida.
La sinovitis ocurre cuando los leucocitos infiltran el compartimento sinovial a
través de la activacidon endotelial en los vasos sinoviales, debido a un cambio
microvascular que incrementa la expresion de moléculas de adhesion y
quimiocinas. La interaccion entre una célula presentadora de antigeno (CPA) y
un linfocito T parece ser el paso clave en el inicio de la sinovitis *>*°, siendo la
activacion de las células T CD4+ el punto de partida de una cascada de
fendmenos proinflamatorios con produccion de una gran cantidad de
citoquinas y proliferacion celular, cuya perpetuacion da lugar a una
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inflamacion crénica muy activa (propia de la AR) que es capaz de destruir los
tejidos en los que se desencadena. En la membrana sinovial comienzan a
proliferar las células infiltrantes de la sangre (linfocitos T y sus subtipos, y los
linfocitos B) 3 y se produce una alteracién de los elementos celulares
residentes en el tejido conectivo de la membrana sinovial, que se comportan
de forma pseudotumoral, invadiendo y destruyendo los tejidos contiguos

dando lugar a una hiperplasia sinovial e inhibiendo la apoptosis (Figura 3).
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Figura 3. Proceso inmune innato y adquirido intraarticular en la AR. Las
interacciones dependientes de la coestimulacion entre las células dendriticas, Ty
B acontecen fundamentalmente en el ganglio linfatico, dando lugar a una
respuesta autoinmune en las proteinas que contienen citrulina. En la membrana
sinovial y en la médula 6sea adyacente, la inmunidad innata y adquirida se
integran para promover la remodelacidon y el dafio tisular. Los bucles de
retroalimentacion positivos mediados por las interacciones celulares entre los
leucocitos, fibroblastos sinoviales, condrocitos y osteoclastos, junto con el
desarrollo de un intenso infiltrado inflamatorio, impulsan la fase crénica en la
patogénesis de la AR. (Tomado de lain B. McInnes. New England Journal Med
2011;365:2205-19) [].
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Estas alteraciones van acompafiadas de un incremento en los niveles
de citoquinas y de un aumento en el nimero de fibroblastos junto con el
exceso en la proliferacion de células inflamatorias 2 principalmente
macrofagos vy linfocitos, destruccion tisular y angiogénesis 3 Por tanto en su
patogenia son necesarias células fagociticas del sistema inmune innato,
(incluyendo macrofagos y células dendriticas (CD)), células residentes en la
membrana sinovial, (como los fibroblastos y las células endoteliales), y células
inflamatorias procedentes de la sangre periférica (como los linfocitos T, By los

6,34

monocitos) . Todas ellas contribuyen a la transformacion del fenotipo de
los fibroblastos y al desarrollo de un intenso infiltrado inflamatorio
compuesto por citoquinas, quimiocinas, metaloproteinasas de la matriz y
catepsinas cuyo resultado final es la destruccidon del cartilago y del hueso

subcondral (Figura 4).
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Figura 4: Esquema fisiopatolégico general de la AR. La patogenia de la AR es compleja
y en ella estan implicadas diferentes poblaciones celulares: residentes en la membrana
sinovial, (como los sinoviocitos B de estirpe fibroblastica o los macréfagos de la intima)
y las células inflamatorias provenientes de la sangre periférica, (como los linfocitos Ty
By los monocitos), las cuales contribuyen a la transformacién agresiva del fenotipo de
los sinoviocitos B y al desarrollo de citoquinas proinflamatorias cuyo resultado final es
la destruccidon del cartilago y del hueso subcondral. (Imagen tomada de Herrero-
Beaumont et al. Reumatol Clin. 2012;08:78-83.)[35]
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4.1 MONOCITOS-MACROFAGOS
En los ultimos afios, los macréfagos sinoviales activados han sido

reconocidos como células cruciales en la persistencia de la AR. Existe un
incremento de los monocitos activados circulantes en sangre periférica en los
pacientes con AR %, Estos monocitos activados migran a la articulacion y se
diferencian en macroéfagos y osteoclastos, dando lugar a un aumento de estas
células que se correlaciona con la destruccién articular 338 Son efectores
centrales de la sinovitis en la AR, ya que favorecen la inflamacion a través de
la produccion y liberacion de citoquinas, oxigeno reactivo y productos
intermedios de nitrogeno, prostanoides, y enzimas de degradacién de la
matriz. Son los principales productores de factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), que a su vez, induce la liberacion de otras citoquinas
proinflamatorias, como la interleuquina (IL)-1, IL-6 o IL-8, implicadas en la
angiogénesis y la proliferacion de los fibroblastos sinoviales, asi como la
produccion de factor de crecimiento plaquetario (PDGF), factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) y el factor de crecimiento transformador-beta
(TGF-B). Los macrofagos sinoviales, junto con los fibroblastos, constituyen la
principal fuente de produccién de metaloproteinasas (MMP). Este fendmeno
estd directamente regulado por citoquinas como IL-1, TNF-a y TGF-B,
secretadas a su vez por los macréfagos residentes de la membrana sinovial.
Mediante la sefializaciéon de citoquinas, los macréfagos pueden reclutar y
activar neutréfilos y mastocitos, que contribuyen directamente a la

inflamacion articular.

4.2 LINFOCITOS
Los linfocitos B actian mediante la produccién de autoanticuerpos

(como el FR y los ACPAs), como células activadoras de los linfocitos T en su
funcién de CPA y de activacion de fibroblastos mediante la secrecién de TNF-a
y linfotoxina B. Los linfocitos T y B pueden formar agregados linfoides en el
tejido sinovial, lo que sugiere que la presentacion de antigenos tiene lugar
localmente, mientras que en otros pacientes los linfocitos B se distribuyen en
agregados o difusamente ¥ la generacion inapropiada de células B
autorreactivas es la alteracidon del sistema inmune mas evidente en estos

pacientes, ya que pueden ser detectadas junto con los autoanticuerpos, antes
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de que aparezca la enfermedad. Los mas importantes son el FR, el cual
reconoce como autoantigeno la region constante (Fc) de la inmunoglobulina
(Ig) G, y los ACPAs. Estas 2 respuestas son bastante especificas y se postula
que la formacion local o sistémica de inmunocomplejos, su acumulacién
articular, y la activacién local de factores del complemento y de células
efectoras, a través de receptores celulares de inmunoglobulinas (FcyR) o de
receptores de factores del complemento (C3/C5aR), son un mecanismo
central en la patogenia de la inflamacidn articular crénica. La activacién de
estos receptores en macréfagos induciria la produccion de citoquinas y otros
mediadores.

Asimismo, se conoce muy bien la implicacidn de la respuesta alterada
de las células T en la patogenia de la enfermedad. En primer lugar, la
importante asociacion genética de la AR con alelos del HLA-DRB1 con el
epitopo compartido, relacionado con la presentacion antigénica a células T, y
con otros genes como PTPN22, STAT4 y CTLA4, implicados en la activacién de
células T. En segundo lugar, la abundancia de células T CD4 de memoria en los
infiltrados sinoviales. Por otro lado, la funcion de las células T CD4+
reguladoras estd disminuida, lo que contribuye al desequilibrio entre los
elementos efectores y reguladores de la inmunidad. Ademas, recientemente
en la AR se ha descrito un aumento de un nuevo subtipo de células T
productoras de IL-17, Th17, aunque todavia quedan por realizar estudios
adicionales para explicar la relevancia de esta citoquina o de las respuestas
Th17 en la AR *. En dltima instancia, las citoquinas T locales activarian la
produccion de citoquinas proinflamatorias efectoras por macréfagos vy
fibroblastos. La activacion mantenida de estos tipos celulares provoca la
destruccion no sélo de la membrana sinovial, sino también del hueso
subyacente y del cartilago articular dando lugar a las alteraciones

estructurales propias de la AR.
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4.3 NEUTROFILOS
En la AR, los neutréfilos son el tipo celular mas abundante del liquido

sinovial. Tanto los neutrdéfilos circulantes como los infiltrados en los tejidos
tienen caracteristicas de células activadas caracterizadas por una mayor
capacidad de supervivencia y por la produccién y secrecion de una elevada
cantidad de mediadores inflamatorios como quimioquinas y citoquinas.
Participan en la osteoclastogénesis activando directamente a los precursores

41,42
de los osteoclastos

, los cuales secretan IL-10, TGF-B e IL-6 y pueden
actuar como células presentadoras de antigeno y activar células T CD4+ vy
cp8+®,

Recientemente, se ha descrito el papel patogénico de la NETosis en la
AR. La NETosis es un mecanismo de muerte celular del neutréfilo, diferente de
la necrosis y de la apoptosis, en la cual ocurre la disolucion de las membranas
internas, seguidas de la decondensacion de la cromatina y la liberacion de
redes extracelulares de cromatina y contenido granular de neutréfilos (NETSs,
del inglés neutrophil extracelular traps). Estas redes incluyen histonas,
péptidos antimicrobianos y enzimas generadoras de oxidantes tales como
elastasa de neutrofilos (NE), mieloperoxidasa (MPO), NADPH oxidasa (NOX) y
oxido nitrico sintetasa (NOS) entre otras. En un principio se pensé que estas
estructuras eran beneficiosas para el organismo, ya que su Unica funcion era
la de atrapar al patégeno. Sin embargo, un exceso de NETs ha sido detectado
en neutrdfilos circulantes y de liquido sinovial, en nddulos reumatoides de
pacientes con AR. Ademas, se ha observado una estrecha relacion entre el
ADN circulante (proveniente de estas estructuras) con parametros
inflamatorios (proteina C reactiva (PCR), velocidad de sedimentacidn globular

(VSG), e IL-17) y autoinmunidad (ACPAs) en la AR ***

. Ademsas, se ha
observado que las NETs contienen elevadas cantidades de PAD (peptidil
arginina deaminasa) 2 y PAD4, que son las enzimas encargadas de deaminar a
las argininas y convertirlas en citrulinas. Por lo que las NETs podrian ser
soporte para la citrulinacion de proteinas en la AR. Asi, se ha demostrado que
las NETs en AR son fuentes de autoantigenos citrulinados. Las primeras que
son susceptibles a ser citrulinadas son las histonas ya que igualmente son

componentes de las NETs. Otras proteinas que se han encontrado citrulinadas

integrantes de las NETs son la vimentina y la a-enolasa, todas ellas diana de
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anticuerpos ACPA 4446

. Se ha propuesto un modelo del papel patogénico de la
NETosis en la AR (figura 5): Consiste en un loop, en el que citoquinas
inflamatorias y autoanticuerpos (FR y ACPA) activarian al neutréfilo que
produciria NETs. Como ya hemos visto estas NETs son fuentes de antigenos
citrulinados, lo que conllevaria a la produccién de mas autoanticuerpos. Estas
NETs son capaces de activar a los fibroblastos sinoviales que producirian
mediadores inflamatorios que a su vez volverian a activar a los neutrdfilos a

. ~ . .. 44
producir NETs provocando el dafio en la articulacién ™.
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Figura 5. Modelo propuesto del papel patogénico de la NETosis en la AR. Los
autoanticuerpos (FR y ACPA) y las citoquinas inflamatorias (IL-17A, TNF-a e IL-8)
activarian al neutrdfilo, actuando como estimulos potenciales para la produccién de
NETs. Las NETs de AR externalizan diversas moléculas inmuno-estimuladoras y son
fuente de autoantigenos citrulinados (incluyendo vimentina e histonas), también
promueven la activacidn y la liberacidn de citoquinas por fibroblastos sinoviales y
células B, con implicaciones para el dafio de las articulaciones y la propagacion de un
circulo vicioso de la induccién de NETosis vy la formaciéon de autoanticuerpos.
(Modificada de Corsiero et al., 2016 Front Immunol. 2016: 14;7:48 [44]

19



Ademas, recientemente se ha identificado un nuevo tipo de
granulocitos en AR con menos densidad, del tamafio de las células
mononucleares (linfocitos y monocitos) y por eso se les llamo low density
granulocytes (LDGs). Se cree que pueden originarse directamente a partir de
su precursor mieloide o por diferenciacion de los granulocitos maduros (figura
6). Estas células son altamente inflamatorias, producen elevados niveles de
interferdn (IFN)y e inducen citotoxicidad en el endotelio conduciendo al dafio
vascular. Lo mas importante de estas células es que son mucho mads
susceptibles de producir NETs que los neutréfilos normales, generando todos
los efectos descritos anteriormente como el aumento de la exposiciéon de
antigenos, aumento de la inflamacién, exposicion de moléculas trombdticas,
activacion de otras células inmunes conduciendo al dafo vascular, riesgo de

aterotrombosis y perpetuacién de la enfermedad 4
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Figura 6. Representacion esquematica de los posibles origenes de los LDGs. Se cree que
los LDGs (low density granulocytes) pueden originarse directamente a partir de su
precursor mieloide o por diferenciacion de los granulocitos maduros. Estas células son
altamente inflamatorias, produciendo elevados niveles de IFNy e induciendo
citotoxicidad en el endotelio conduciendo al dafio vascular. Estas células son mucho mas
susceptibles a producir NETs que los neutrdéfilos normales. (Tomado de Carmona-Rivera
et al . Semin Immunopathol 2013; 33 (4):455-63) [V']
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PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LA AR
Las citoquinas son proteinas o glucoproteinas de bajo peso molecular

con una vida media corta, producidas principalmente por las células del
sistema inmunoldgico, y que actian como mediadores fundamentales en la
transmision de sefales intercelulares. La secrecidén de citoquinas constituye
un mecanismo fundamental en la modulacién de la respuesta inmunoldgica.
De forma general, la inflamacion caracteristica de la AR es debida a la
predominancia de citoquinas proinflamatorias, que actian como moléculas
efectoras. Las células en la membrana sinovial inflamada y en el pannus
secretan citoquinas, como el TNF-q, IL-1, IL-6, IL-17 e IL-23, que contribuyen a
la inflamacién y que pueden afectar directamente al hueso *® De entre las
citoquinas producidas por los diferentes tipos celulares implicados en la
fisiopatologia de la AR, describimos a continuacion de forma breve el papel de
algunas de ellas, con una demostrada implicacién en el desarrollo de la
enfermedad.

El TNF-a y la IL-6 son citoquinas proinflamatorias que actuan
sinérgicamente como moléculas efectoras fundamentales y son los principales
componentes del proceso inflamatorio *_EI TNF-a es un mediador clave para
la produccién de otras citoquinas, metaloproteinasas, Oxido nitrico y
prostaglandina E2, entre otras. Es secretado por diferentes tipos celulares
como monocitos, macréfagos, linfocitos Ty B y fibroblastos y estimula a gran
cantidad de células, promoviendo la inflamacion.

La IL-1B participa en la destruccion del cartilago y el hueso
subcondral a través de la secrecion de metaloproteinasas, la disminucién de la
sintesis de glucosaminoglicanos, etc.

La IL-23 tiene efectos proinflamatorios y promueve respuestas
inflamatorias de modo sinérgico con la IL-12. Es uno de los factores esenciales
para la supervivencia y/o expansion de los linfocitos Thl17 y, por otra parte,
induce la secrecion de IL-17 por células no-T. La interaccion entre la IL-23 y la
IL-17 desempefia un papel fundamental tanto en las fases precoces de la AR
como en la fase destructiva, ya que induce la expresion del receptor activador
del factor nuclear kappa B (RANK) en precursores mieloides y de su ligando, el
RANKL, en los linfocitos Th. Ademas, la IL-23 estimula la produccién de IL-1B y
TNF-a .
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La IL-18 estimula la activacion de los linfocitos T citotdxicos y células
Natural Killers (NK) **, induciendo a su vez la secrecién de IFN-y por dichas
células.

La IL-27 se produce en las CPA en presencia de infeccion e INF-y.
Induce efectos pleiotrépicos sobre diversas células del sistema inmunoldgico y
tiene propiedades pro- y antiinflamatorias. Aumenta la patologia
autoinmunitaria, suprime la actividad patogénica Thl7 y estimula la
proliferacion dependiente de STAT3 (de sus siglas en inglés signal transducer
and activator of transcription 3) >,

La IL-32 es una citoquina proinflamatoria que se ha encontrado en
células NK y en linfocitos T activados.

La IL-35 es una citoquina perteneciente a la familia de la IL-12; se
produce en los linfocitos T CD4+ reguladores y se ha demostrado que, in vitro,
es capaz de inhibir la actividad de los linfocitos Th 17 y de suprimir la
produccion de células T CD4+ efectoras.

Otras citoquinas importantes en la patogenia de la AR son el factor
estimulador del linfocito B (BLyS) y el ligando inductor de la proliferacién del
linfocito B (APRIL). El bloqueo de estas citoquinas podria ser importante en el

tratamiento de la AR *>.

LA IL-6 EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA AR
La IL-6 es una citoquina implicada en muchos aspectos de la

inflamacion asociados a la AR, incluyendo la respuesta de fase aguda, la
diferenciacion de células B, la produccidn de anticuerpos, la proliferacion de
células T, la activacién de células endoteliales y la expresion y activacion de los
osteoclastos y del receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL) 53
Es una de las citoquinas mas abundantes en el suero y liquido sinovial de las
articulaciones inflamadas de pacientes con AR y se ha asociado con la
actividad de la enfermedad, la destruccién articular y las manifestaciones
sistémicas *°. Mediante su capacidad pleitrépica interviene en multiples
funciones de diferentes sistemas patofisioldgicos como la fiebre, respuestas
de fase aguda y la transicion de respuesta inflamatoria aguda a crodnica, ya
que niveles elevados de IL-6 estimulan y facilitan las interacciones entre el

56-58

sistema inmunitario innato y adaptativo . Su papel sobre la inmunidad
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adaptativa ha sido ampliamente estudiado en los ultimos afios, de hecho
tiene un papel en la diferenciacién de linfocitos B a células plasmaticas
productoras de autoanticuerpos, participa en la patogénesis de la artritis a
través de la formacion de inmuno-complejos (IC) > y niveles elevados de la
misma pueden causar un desequilibrio de células Th17 y T reguladoras, propio
de la AR. Por consiguiente, la alteracién de linfocitos B y T mediados por IL-6
puede conducir a una produccién anormal de citoquinas inflamatorias,
quimiocinas y metaloproteasas tanto por leucocitos como por células del
estroma sinovial, que conduce a la destruccion del tejido sinovial y erosiones
Oseas. Los sinoviocitos tipo fibroblasto activados por la IL-6 desempefian una
funcidn clave en la inflamacion crénica y destruccion articular en la AR.

Por otro lado niveles elevados de IL-6 parecen tener un papel
importante en la amplificacién de la respuesta inflamatoria. En la figura 5 se
resume la interaccion mediada por IL-6 entre las células residentes del
estroma sinovial y las células de la inmunidad innata. La IL-6 en presencia de
su receptor soluble induce la produccion de CXCL8 por parte de los
sinoviocitos en la AR. CXCL8 induce quimiotaxis y activacion de neutrdfilos
polimorfonucleares (PMN), la IL-6 actia prolongando la supervivencia de
estas células. Las proteasas presentes en el liquido sinovial mejoran el
desprendimiento de receptor soluble de IL-6 de la membrana plasmatica de
los PMN, aumentando la actividad de la IL-6 en los sinoviocitos © LaIL-6
también desempena un papel directo en la quimiotaxis de monocitos y en la

. . .y . . ., 61,62
diferenciacion de los monocitos hacia los macréfagos .

23



iL-1p

Inflammation
necrosis o
A Endogenous
TLRs
Monocyte/Macrophage Neutrophil

®—>u<—

A -
ceL2 wh,

Monocyte recruitment
anglogenesis

CXCLS
PMN recruitment
angiogenesis «

Synovial ﬁbmbl%
-
M

Figura 7: Amplificacion de la respuesta inflamatoria de la IL-6. La IL-6 en presencia de
su receptor soluble induce la produccion de CXCL8, que facilita la quimiotaxis y
activacion de los PMNs, también puede mejorar la angiogénesis y contribuir a la
quimiotaxis de las células mononucleares. Las proteasas presentes en el liquido
sinovial mejoran el desprendimiento de sIL-6R de la membrana plasmdtica de PMNs,
aumentando la actividad de IL-6. La liberacion de ligandos de TLR enddgenos al liquido
sinovial contribuye a la amplificacidn de la inflamacién local. (Imagen tomada de Ivan
Caiello et al. PLOS ONE 9(10):e107886 - October 2014) [*]

Asi mismo, niveles elevados de IL-6 desempefian un papel clave en
las manifestaciones sistémicas de la AR, tales como: la alteracion del
metabolismo lipidico mediante interacciones con el tejido adiposo;
inflamacion sistémica, a partir de sus acciones sobre el higado, lo que
aumenta la PCR y el amiloide A sérico contribuyendo a la disfunciédn endotelial
vascular; hiposideremia a partir de la induccion de la hepcidina, siendo una
posible causa de anemia y fatiga; activacion de osteoclastos con la

T . . . . 63-65
consecuente pérdida generalizada de densidad mineral ésea, etc.
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COMORBILIDADES ASOCIADAS A LA AR: ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR
Como hemos comentado, la AR puede afectar también otros drganos o
sistemas, induciendo inflamacion vy fibrosis, arteriosclerosis (AT) precoz o
manifestaciones sistémicas, como astenia, anemia y osteoporosis, causa importante de
comorbilidad y mortalidad en estos pacientes, contribuyendo la IL-6 en gran medida al
desarrollo de las mismas (Figura 8). Entre las comorbilidades asociadas se incluye la
enfermedad cardiovascular (CV), causando de un 39 a un 50 % de muertes (Tasa de
mortalidad estandarizada, aproximadamente 1,5), & incluyendo infarto agudo de

. . . . . . , 67,68
miocardio (IAM), eventos cerebrovasculares e insuficiencia cardiaca.

Uipid partiches altered
Proinflammatory HOL phenotype Blood vessels
Total cholesterol decreased
Small LDL increased I

Complement immune complexes

Interdeukin6
TNFa

Acute-phase response (CRP)
Iron redistribution (hepcidin)

Atherogenesis
Myocardial infarction
Stroke

Interlevkiné

Fat
- TNFa
Interleukin 6

Free fatty acid
Adipocytokines

o

7%

TNFa
InterloukinG [ 1
? e ) Imtereukin-1 Brain

ﬂ SERT -
A

TNF-a
Interdeukin-1

(- HpAasis  t
TNFa RN i e

»
»
2z
=
3
40
oY,

- Low stress tolerance
7 » Depression

o Low bone mineral density
Fractures

Insulin resistance

Figura 8. Mecanismos que influyen en las comorbilidades de la AR. Mediadores
inflamatorios incluyendo: citoquinas, inmunocomplejos, reactantes de fase
aguda y particulas del metabolismo lipidico alteradas, incrementan la activacion
endotelial y potencian la formacion de placas ateromatosas inestables; Ademas
actuan sobre diferentes 6rganos dando lugar a manifestaciones sistémicas, como
astenia, anemia, resistencia a la insulina y osteoporosis. (Tomado de lain B.
Mclinnes. New England Journal Med 2011; 365:2205-19) [1].
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Este aumento de mortalidad no se explica solamente por los factores

. . . . 66,69
de riesgo cardiovascular tradicionales

, el uso de glucocorticoides o
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) ni a los factores genéticos, sino que
también estan implicadas las diferentes vias inflamatorias, dénde la IL-6 y el
TNFa juegan un papel fundamental, asi como los reactantes de fase aguda
(RFA), los inmunocomplejos y la alteracidn del perfil lipidico que aumentan la
activacion endotelial y hacen que las placas ateromatosas sean
potencialmente inestables’®. La aterosclerosis en estadios iniciales de la
enfermedad se considera una potencial manifestacidén preclinica. De hecho,
el riesgo de eventos CV como infarto agudo de miocardio (IAM) es mayor en
los dos afios anteriores al diagndstico definitivo de la AR, tal vez reflejando la
inflamacion subclinica de estos pacientes 7173 Una vez la enfermedad esta
establecida y se diagnostica, el riesgo de tener placas carotideas y eventos CV
aumenta con la progresion y la duracion de la enfermedad . Asi, el aumento
mantenido de RFA se ha considerado un factor de riesgo cardiovascular
independiente en la poblacién general 7> Por tanto un tratamiento eficaz que
controle estos fenémenos inflamatorios disminuye el riesgo cardiovascular y

.pe . . , 76-78
modifica favorablemente la fisiologia vascular

FACTORES INVOLUCRADOS

1. INFLAMACION
Como hemos comentado, en las enfermedades autoinmunes, tales como la

AR, hay un mayor riesgo de sufrir eventos CV sin que medien factores de
riesgo tradicionales previos que los justifiqguen como la hipertensién, la
diabetes y la obesidad. El andlisis de los mecanismos que llevan al desarrollo
de una AT prematura y/o acelerada en estas patologias permite establecer
similitudes entre la aterogénesis y los procesos inflamatorios créonicos que
caracterizan a estas enfermedades: incremento en la expresidon de moléculas
de adhesiéon en el endotelio, aumento del reclutamiento de células
proinflamatorias y activacion de macrdfagos, aumento en la expresion de
citoquinas, factores de crecimiento y otros factores inflamatorios que
interrelacionan los distintos tipos celulares. Asi, la presencia de una

enfermedad autoinmune constituye un factor de riesgo aterogénico de gran
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peso, ya que, aumenta la probabilidad de un evento trombético en mayor
grado y en menor tiempo que los factores de riesgo tradicionales.

Por otro lado, existe una estrecha relacion entre los niveles de ACPAs vy la
inflamacion, ya que actdan como inductores directos del estado pro-oxidativo
y del perfil inflamatorio y aterogénico de los linfocitos, monocitos vy
neutrdfilos en pacientes con AR 7 Muchos componentes celulares pueden
considerarse  como elementos clave del estado inflamatorio vy
proaterotrombdtico en estos pacientes. Entre ellos, los macrdfagos han
demostrado desempefiar un papel muy importante en la patogénesis de la
aterosclerosis. Varios parametros de los monocitos circulantes, incluyendo el
recuento, el aumento de las propiedades adhesivas, las alteraciones del
metabolismo lipidico, la fagocitosis y el colesterol- LDL (del inglés low density
lipoprotein), se asocian con enfermedad CV 8081

Ademas, los monocitos y macréfagos tienen un papel fundamental en la
inflamacion y se ha observado que son activados en la AR a través de la
liberacién de citoquinas y la infiltracion masiva en los sitios inflamatorios,

63,82 . ey .y
. En definitiva, la generacién

tales como las membranas sinoviales
progresiva de monocitos inflamatorios es un elemento intrinseco en la
respuesta inmunomediada en AR 8 y esta respuesta proporciona depdsitos
lipidicos con células efectoras que aceleran el desarrollo de enfermedad
vascular aterosclerética ®. Por lo tanto, los tratamientos dirigidos a
monocitos-macréfagos podrian contribuir a prevenir con eficacia eventos
cardiovasculares.

De modo resumido, la secuencia de inicio de formacion de la placa
aterosclerdtica en estos pacientes implicaria la activaciéon de las células
endoteliales por efecto de los autoanticuerpos, con la consecuente expresion
de moléculas de adhesién que favoreceria el reclutamiento de monocitos y
linfocitos. Los monocitos activados migran hacia la intima arterial, donde por
accién de los complejos anticuerpos/ LDL-oxidados (-ox) se veria
incrementada la absorcion de LDL-ox, conduciendo a la formacion de células
espumosas. Estas células, junto a los linfocitos T producirian citoquinas,
factores de crecimiento, TF, etc., promoviendo la proliferacién de las células

musculares lisas y la potenciacion del proceso aterosclerético (Figura 9).
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Figura 9. Papel de los monocitos en la respuesta inmunomediada en AR. (Adaptado
de Lopez-Pedrera et al., Rheumatology 2016, 55(12): 2096-2108) [**]

2. DISFUNCION ENDOTELIALY ATEROSCLEROSIS
La aterosclerosis es una respuesta inflamatoria crénica de la pared

arterial iniciada por la lesién del endotelio y mantenida por la interaccion
entre lipoproteinas, macréfagos, células dendriticas, neutrdfilos, linfocitos T y
los componentes de la pared arterial (musculo liso y matriz extracelular). Los
nuevos conceptos relacionados con la patogenia de esta enfermedad, donde
la inflamacidn generada por un mecanismo inmunoldgico se considera
determinante, han permitido considerar que un proceso autoinmune esté
involucrado en su inicio y perpetuacion 85, tal es el caso de la AR y otras
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico y el
sindrome antifosfolipido que han sido objeto de estudio en los ultimos afios
en relacién con su asociacién a una mayor incidencia de aterosclerosis. El
desarrollo de enfermedad CV en estas patologias implica factores genéticos,
asi como otros factores de riesgo adquiridos (p.ej. hipercolesterolemia,
diabetes mellitus e hipertensién). Los componentes inflamatorios de la

respuesta inmune (principalmente interleuquinas, TNFa e IFNy), el estrés
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oxidativo, asi como elementos autoinmunes (p.ej. autoanticuerpos,
autoantigenos y linfocitos autoreactivos) parecen estar también implicados en
estos procesos .

La inflamacidn y la trombosis son elementos esenciales en la secuencia de
eventos que conducen a la formaciéon de la placa arteriosclerédtica, su
crecimiento y eventual ruptura, con la consiguiente produccion de eventos
cardiovasculares. Estudios celulares y moleculares recientes han demostrado
que dentro de la placa arteriosclerética los mecanismos proinflamatorios y
protrombdéticos estan intimamente asociados. En enfermedades autoinmunes
sistémicas se han propuesto numerosas teorias para explicar dichos
mecanismos, aunque la patogénesis parece ser multifactorial.

El endotelio juega un papel importante en la regulacion del tono vascular, la
actividad plaquetaria y los mecanismos de trombosis. Las propiedades del
endotelio en condiciones normales permiten que se mantenga un equilibrio
antitromboético y anticoagulante. La lesidon endotelial vascular es el evento
primario en la aterosclerosis & y se ha asociado con disfuncién endotelial (DE)
#_ La DE es un mecanismo variable en la prediccion del desarrollo de eventos
CV posteriores.

Los mecanismos responsables para el desarrollo de aterosclerosis prematura
en AR no son bien conocidos, pero se sabe que los factores de riesgo
tradicionales por si solos no son suficientes, por lo que se ha sugerido que la
inflamacion tiene un papel en este procesogg. Por ello es probable que los
mediadores inflamatorios puedan ser la causa de la aterosclerosis acelerada
observada en esta enfermedad autoinmune, que junto con las anormalidades
metabdlicas asociados con la inflamacidon sistémica de estos pacientes

produce secundariamente DE y enfermedad CV (Figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica de los mecanismos implicados en la
aterogénesis acelerada en AR. Las citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-6,
generadas en el tejido sinovial, pasan a la circulacion y actian a diferentes niveles, en
el tejido adiposo producen lipolisis y dislipidemia, en el musculo esquelético
resistencia insulinica y a nivel hepatico aumento de PCR y fibrindgeno, todo ello
contribuye a la activacion endotelial, favoreciendo el estrés prooxidativo y el status
protrombdtico asi como disfuncion endotelial. (Tomado de Gonzalez-Gay MA et al.,
Semin Arthritis Rheum 35:8-17. 2005) [*]

La DE es una anomalia vascular presentada frecuentemente en
pacientes con AR contribuyendo al inicio de la placa de ateroma y a su
progresidon. Estd asociada con el engrosamiento de la intima media en los
pacientes con AR de larga evolucion 992 | as caracteristicas fenotipicas de la
DE incluyen la expresion regulada de las moléculas de adhesion celular, el
compromiso de la funcién de barrera que conduce a un aumento de la
diapédesis leucocitaria, a un aumento del tono del musculo liso vascular
secundario, a la producciéon andmala de sustancias vasodilatadoras tales
como Oxido nitrico (NO) y prostaciclina, asi como a un aumento de la
produccion de sustancias vasoconstrictoras incluyendo endotelina i
Clinicamente la funcion endotelial puede determinarse de diferentes formas,
la vasodilatacién postoclusion de la arteria braquial, medida por flujo (VDMF)

mediante ultrasonografia braquial de alta sensibilidad, es el método mas

comunmente utilizado a dia de hoy, dado su alta sensibilidad y caracter no
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invasivo. Es una técnica validada y muy utilizada en el dambito de la
investigacidn, sin embargo puede tener variabilidad inter-observador, por lo

. / . . .. 94
gue se han descrito métodos estandarizados para aumentar su precision ~ .

3. ESTRES OXIDATIVO
El estrés oxidativo se define como el desequilibrio bioquimico

propiciado por la produccidn excesiva de especies reactivas y radicales libres
que generan dafio oxidativo en las biomoléculas y que no puede ser
contrarrestado por los sistemas antioxidantes. En condiciones fisioldgicas
normales, las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno son producidas por la
mitocondria como resultado del metabolismo aerobio, los peroxisomas
celulares en procesos de detoxificacion o la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa, del inglés nicotinamide adenine
dinucleotide phosphatase oxidase) de las células fagociticas, como sistemas de
sefializacidon celular y como medio del sistema inmunitario para eliminar
patdgenos. Las principales especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno son
. radical superdxido (02 -e); radical hidroperdxido (HO2e); perdxido de
hidrégeno (H202); radical hidroxilo (HO®); radical alcoxi (ROe); radical peroxi
(ROQe); 6xido nitrico (NOe); didxido de nitrégeno (NO2). En individuos sanos,
las especies reactivas y radicales libres son eliminados o neutralizados por las
defensas antioxidantes del organismo. Sin embargo, cuando este equilibrio se
pierde, por ejemplo, por procesos inflamatorios o autoinmunes, se
incrementa la concentraciéon de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
conduciendo a un dafio en los componentes celulares. Esto es lo que ocurre
frecuentemente en la AR, desempefiando un papel clave en el desarrollo de la
aterosclerosis.

Nuestro grupo ha descrito previamente un estado pro-oxidativo y un
deterioro de la capacidad antioxidante en pacientes con esta enfermedad
tanto a nivel plasmatico como celular (81), existiendo un desequilibrio a favor
de las especies reactivas y radicales libres, que no puede ser contrarrestado
por los sistemas antioxidantes, mostrando despolarizacién mitocondrial,
aumento de especies de oxigeno reactivo y de peroxinitrito, y menor nivel de

GSH en neutréfilos y monocitos de estos pacientes.
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Por otro lado, el estrés oxidativo desempefia un papel central en la

T . 96,97 . . . s - .
dislipidemia , ¥y contribuye a la inflamacién crénica de los tejidos,

84,98,99

conduciendo al desarrollo de enfermedades autoinmunes . Existe una

evidencia creciente que sugiere que el estrés oxidativo podria utilizarse para
el diagndstico precoz de AR 100,

En un trabajo realizado por Mikulspor et al., se demostré la importancia del
estrés oxidativo en el desarrollo de autoinmunidad especifica en individuos
con AR genéticamente susceptibles. Asi, se asocio la delecion de una enzima
antioxidante (glutathione S-transferase Mu-1) con la positividad para ACPAs
191 Otro estudio llevado a cabo posteriormente mostré un aumento de la
actividad oxidante sinovial en pacientes con AR ACPA positivo en comparacion
con los negativos 102

En la misma linea, en un trabajo mas reciente llevado a cabo por nuestro

grupo ”® se demuestra la importancia de los ACPAs en el estado inflamatorio

y proaterogénico de los pacientes con AR.

4. NETOSIS

Un gran numero de procesos se han relacionado con el desarrollo de
DE vy aterosclerosis, entre ellos el incremento de NETosis se ha propuesto
como un mecanismo potencial en la aparicién de eventos CV.
La formacion de NETs puede inducir DE y dafio vascular en pacientes con AR a
través de la estimulacidon de la respuesta inflamatoria que comprende el
incremento de moléculas de adhesidn, citoquinas y quimiocinas, conduciendo
asi el desarrollo de aterosclerosis acelerada y enfermedad CV 44,103,104
El papel de las NETs en la aterotrombosis se ha demostrado recientemente,
ya que se ha descrito que estas redes son fuente de factor tisular (TF, del
inglés tissue factor). De tal manera que una alteracién en la produccién de
NETs, aumentaria los niveles de TF en sangre y con ello la generacién de
trombina y la activacion plaquetaria, favoreciendo la formacién del trombo y
teniendo un efecto negativo en la placa aterosclerética induciendo su ruptura
105 (figura 11). Asimismo, la generacion de NETs ha sido reconocida como un
importante activador de la cascada de la coagulacion, asociandose con el

106

desarrollo de trombosis venosa profunda ~. Las NETs pueden regular la
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trombosis a través de varios mecanismos: interactuando con plaquetas y

hematies, promoviendo la adhesion y agregacidn de proteinas efectoras (tales

como TF y el factor de von Willebrand)™®" %

111,112
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Figura 11. Contribucion de los neutréfilos a la aterotrombosis a través de la
liberacion de NETs. La activaciéon de los neutréfilos en respuesta a un estimulo
inflamatorio (infeccioso o no) induce la liberacién de NETSs, las cuales son fuente
de factor tisular (TF, del inglés tissue factor) entre otras moléculas inflamatorias y
enzimas. Al aumentar los niveles sistémicos de TF, éste promueve la generacion
de trombina (favoreciendo la trombosis venosa sistémica) y la activacion
plaquetaria, teniendo un efecto negativo en la placa aterosclerdtica e induciendo
su ruptura. (Tomado de Badimon L, Vilahur G. Eur Heart J 2015;36:1364—-1366.)

[105]
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TRATAMIENTO DE LA AR

El tratamiento de la AR ha evolucionado mucho en los ultimos afios
debido en gran parte al avance de los diferentes farmacos disponibles y al
desarrollo de estrategias mas ambiciosas cuya meta debe ser la remision,
sobre todo en formas tempranas, o alternativamente un estado de bajo nivel
de actividad clinica en formas establecidas. La estrategia “treat to target” se
basa en la instauracion precoz del tratamiento con farmacos inductores de
remision o modificadores de la enfermedad (FAMEs o DMARDs, del inglés
disease modifying antirheumatic drugs) y de un seguimiento estrecho, en
busca de disminuir el dolor y la actividad de la enfermedad, mejorar la calidad
de vida y prevenir el dafo articular irreversible 3 Todo esto ha permitido un
mejor prondstico de los pacientes 14
Para conseguir este objetivo terapéutico debe iniciarse tratamiento con
DMARDs convencionales o sintéticos (DMARDs-c) en cuanto se realice el
diagndstico de AR, segun las recomendaciones del consenso actualizado de la

Sociedad Espafiola de Reumatologia (SER) '*.

Las opciones actuales de
tratamiento para la AR incluyen AINES, glucocorticoides, DMARDs-c y
DMARDs bioldgicos (DMARDs-b). Existen varios DMARDs-c como tratamiento
inicial en pacientes con AR 116, incluyendo hidroxicloroquina, leflunomida,

117 .
, que es el farmaco de

sulfasalazina, sales de oro y metotrexato (MTX)
eleccion inicial segun este consenso, y en caso de intolerancia o
contraindicacién al mismo, se podria iniciar otros DMARDs sintéticos como la
leflunomida o la sulfasalazina. Asimismo, se recomienda el uso de bajas dosis
de glucocorticoides en el tratamiento inicial de la AR (en combinacién con uno
o mas DMARDs sintéticos) durante los primeros meses y reducir la dosis
progresivamente con el objetivo de su retirada definitiva. Aquellos pacientes
con AR activa, de intensidad moderada-grave, que han fracasado a
tratamiento con DMARDs convencionales a dosis adecuadas, son candidatos a
recibir terapias bioldgicas.

Actualmente existen diferentes agentes bioldgicos para el tratamiento de la
AR: cinco que bloquean el factor de necrosis tumoral alfa (anti-TNFa):

infliximab, etanercept, adalimumab, certolizumab y golimumab; un inhibidor

de la IL-1: anakinra; una proteina de fusién moduladora de la activacion de
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células T: abatacept; un anticuerpo monoclonal contra al antigeno CD20 de
los linfocitos B: rituximab, y un anticuerpo monoclonal contra el receptor de
la IL-6: tocilizumab.

La terapia anti-TNFa ha mejorado significativamente la perspectiva de los
pacientes que sufren AR. Sin embargo una proporcion sustancial de pacientes
no responden a estas terapias, lo que implica que la respuesta al tratamiento
es probablemente multifactorial 18 por eso se estan llevando a cabo
investigaciones de nuevas terapias. Como hemos comentado la IL-6 es una
citoquina inflamatoria que desempefia un papel central en la propagacion de
la respuesta inflamatoria que induce la aterosclerosis ya que estd implicada
en la DE y en el endurecimiento arterial que contribuye al proceso de
aterosclerosis acelerada en pacientes con AR 6, Asimismo, desempefia un
papel muy importante en la diferenciacién de los linfocitos B en células
plasmaticas productoras de autoanticuerpos que participan en la patogénesis

de la AR a través de la formacion de complejos inmunes (Figura 12) **°.
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Figura 12. Vias Inflamatorias activadas por la interleukin-6. La IL-6 es una citoquina
pro-inflamatoria pleiotrdpica con gran variedad de efectos bioldgicos, a destacar: la
regulacion de la respuesta inmune, la inflamacién, el metabolismo &seo, la
hematopoyesis y la estimulacion de la produccién de quimiocinas y las moléculas de
adhesidn en los linfocitos, incluyendo las proteinas de fase aguda en los hepatocitos.
(Abreviaturas: Proteina C Reactiva, del inglés CRP: C-reactive protein; Células rojas
sanguineas, del inglés RBC: red blood cells; Factor Reumatoide, del ingés RF:
rheumatoid factor; factor de crecimiento vascular endotelial, del ingés VEGF: vascular
endothelial growth factor) (Tomado de Al-Shakarchi et al. Patient Preference and
Adherence 2013:7 653-666) ['*°]

Los niveles elevados de IL-6 pueden causar un desequilibrio de las
células Th1-Thl7 / T-reg en pacientes con AR, lo cual se revierte tras

tratamiento con tocilizumab (TCz) %'

, un anticuerpo monoclonal (mAb)
recombinante humanizado del receptor de IL-6 que actla uniéndose tanto al
receptor soluble de IL-6 soluble como al receptor de membrana (sIL-6R y mIL-

6R), bloqueando los efectos pro-inflamatorios de IL-6 ***. (Figura 13)

36



Interleukin-6

[

|

v sIL-6R

‘\ N l./ roc\\:l.zu:a.,}‘ 0 1.
E"H"J S
P10 6

Signal transduction  Signal transduction

Figura 13. Transduccién y bloqueo de la seial de la interleukina-6 por tocilizumab.
(Abreviaturas: gp130: glicoproteina 130; mIL-6R: receptor de IL-6 unido a membrana;
sIL-6R: receptor soluble de IL-6). (Tomado de Al-Shakarchi et al. Patient Preference
and Adherence 2013:7 653-666) [**°]

TCZ es el primer farmaco biolégico para la AR que inhibe la IL-6. Se
han realizado varias revisiones sistematicas a partir de estudios multicéntricos
aleatorizados que han demostrado la eficacia de este farmaco en AR. TCZ ha
demostrado disminuir la actividad de la enfermedad, aumentar la calidad de
vida e inhibir la progresion del dafio radiolégico en los pacientes afectos de
esta enfermedad. También ha demostrado ser superior en monoterapia al
MTX y otros FAMEs, asi como su eficacia en pacientes naive o con fracaso

o . R 123-134
terapeutico a otros tratamientos bl0|OgICOS

. Sin embargo, sus efectos
sobre el perfil aterotrombdtico que presentan los pacientes AR aun no han

sido analizados.
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HIPOTESIS

El tratamiento de la artritis reumatoide ha sufrido un espectacular avance en las
ultimas décadas gracias a la introduccion de la terapia anti-TNFa que ha mejorado
significativamente la perspectiva de los pacientes que sufren esta enfermedad. Sin
embargo, una proporcién sustancial de pacientes no responden a estas terapias, lo que
implica que la respuesta al tratamiento es probablemente multifactorial, por eso se
estan llevando a cabo investigaciones con nuevas terapias.
La IL-6 es una citoquina clave en la cascada inflamatoria que acontece en estos
pacientes, no sdlo por su papel en la propagacion de la respuesta inflamatoria, sino
también por su implicacidn en las comorbilidades asociadas a la enfermedad, como en
la disfuncién endotelial y en el endurecimiento arterial que contribuye al proceso de
aterosclerosis acelerada en pacientes con AR.
Se ha demostrado que la inhibicion de esta citoquina mediante tratamiento con TCZ,
(anticuerpo monoclonal recombinante humanizado que actua inhibiendo el receptor
de IL-6), es un tratamiento efectivo para el control de la actividad inflamatoria de la
enfermedad. Han sido multiples los estudios llevados a cabo sobre el efecto de TCZ en
la activacidn de linfocitos en pacientes con AR. Sin embargo, aun no ha sido analizado
sus efectos sobre la actividad en monocitos, la alteracion de los neutréfilos y estrés
oxidativo, principales efectores de disfuncion endotelial, aterosclerosis y enfermedad
cardiovascular en esta condicién autoinmune.

Por tanto, la hipotesis de partida de nuestro trabajo es que la inhibicidn del
receptor de IL-6 mediante TCZ podria mejorar el perfil proaterotrombdtico en
pacientes con AR mediante la regulacion de la disfuncién endotelial, estrés oxidativo y

la actividad inflamatoria de monocitos y neutrofilos.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis es:

Investigar el efecto de TCZ sobre la disfuncién endotelial y la alteracion del estatus
oxidativo, asi como analizar los cambios moleculares en la actividad inflamatoria de los
monocitos y los neutroéfilos, principales mecanismos responsables del desarrollo de

aterosclerosis y enfermedad cardiovascular en los pacientes con artritis reumatoide.

Objetivos especificos:

1. Analizar el efecto del TCZ sobre la actividad de la enfermedad, el perfil
lipidico, reactantes de fase aguda y autoinmunidad en una cohorte de 20
pacientes AR.

2. Evaluar el efecto de TCZ sobre la disfuncidon endotelial mediante el andlisis de
la funcién microvascular y moléculas de adhesién celular en el plasma de
pacientes AR y estudios in vitro en células endoteliales.

3. Analizar el efecto de TCZ sobre la alteracion del estatus oxidativo en
monocitos y neutrofilos de pacientes AR.

4. Estudiar el efecto del TCZ sobre la actividad inflamatoria del monocito
mediante estudios in vivo en la cohorte de pacientes AR e in vitro con
monocitos aislados de pacientes AR.

5. Analizar el efecto de esta terapia anti-IL6R en la generacion de NETosis
llevada a cabo por los neutrdéfilos mediante estudios in vivo en la cohorte de

pacientes AR e in vivo con neutroéfilos purificados de pacientes AR.
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MATERIALES Y METODOS

PACIENTES

Los pacientes incluidos en este trabajo fueron pacientes caucdsicos diagnosticados de
AR segun los criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR) de 1987 o 2010
133136 an tratamiento con DMARDs convencionales, procedentes del Servicio de
Reumatologia del Hospital Universitario Reina Sofia de Cdérdoba (Espafia), una vez
obtenida la aprobacién del comité ético del Hospital Reina Sofia de Cérdoba (Espaiia).
Los pacientes manifestaron su consentimiento informado por escrito.

Se incluyeron 20 pacientes con respuesta inadecuada o intolerancia a DMARDs-c y se
les administré tocilizumab (162 mg) una inyeccién subcutdanea semanal durante 6
meses. De los pacientes incluidos un 63.5 % estaban tomando metotrexato, un 30 %
leflunomida y un 12.5 % hidroxicloroquina. Se permitié que los pacientes recibieran
tratamiento concomitante con corticoides (62.5%), AINEs (75%) y vitamina D (18%). El
tratamiento de los pacientes con estos farmacos se habia mantenido estable al menos
los 2 meses previos a la administraciéon de tocilizumab y no se modificd durante el
tratamiento con el mismo.

Los parametros clinicos y de laboratorio incluidos en el protocolo consistieron en una
evaluacién clinica y analitica antes y después de 6 meses del tratamiento con
tocilizumab. La evaluacidn clinica incluyd presencia de comorbilidades como obesidad,
hipertensiéon arterial (HTA), diabetes (DM) 6 habito tabdquico. Contaje de
articulaciones dolorosas (AD) e inflamadas (Al), valoracidon global y del dolor mediante
escala analdgica visual (EVA; rango de 0 a 100 mm) del paciente (VGP), evaluacién de
la actividad de la enfermedad siguiendo las guias e indicaciones del ACR mediante el
DAS28 (tasa de actividad de la enfermedad, disease activity score, sobre 28
articulaciones). Todos los pacientes rellenaron el cuestionario de funcionalidad vy
calidad de vida HAQ (cuestionario de evaluacién de salud, Health Quality
Questionnair).

La evaluacion seroldgica incluyd valores de FR, ACPA, PCR, VSG, apolipoproteinas,
triglicéridos, colesterol total (CT) y sus diferentes fracciones. Seis meses después del

tratamiento con tocilizumab se analizaron los cambios en estos parametros.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y analiticas basales de los pacientes

con Artritis Reumatoide incluidos en el estudio.

Parametros clinicos

Hombres /Mujeres (n/n) 16/4

Edad (afios) 47.8+2.30
Duracion de la enfermedad (afios ) 7.6+1.76
Niveles de FR 90.84+25.22
Niveles de ACPA 761.09+ 240.19
Obesidad (%) 6.10
Diabetes (%) 1
Hipertension (%) 2
Menopausia (%) 50
Fumadores (%) 25

Dafio articular

Articulaciones inflamadas (n) 6.14+ 1.01

Articulaciones dolorosas (n) 19.00+ 4.58

DAS28 4.25+0.18

EVA 71.5+3.94

HAQ 1.54+0.31

Perfil lipidico

Colesterol Total (mg /dl) 180.00 +£9.33
HDL Colesterol (mg/dl) 19.00+ 4.58
LDL Colesterol (mg/dI) 115.30+ 8.83
Triglicéridos (mg/dl) 94.00+ 8.70
Apolipoproteina Al 130.80 £ 5.68
Apolipoproteina B 73.60+ 4.44
ApoB/ApoA ratio 0.57+0.051

Parametros inflamatorios
VSG (mmh) 25.40+ 6.09
PCR (mg/dl) 13.29+ 6.08

Tratamientos

Corticoides (%) 62.5
Hidroxicloroquina (%) 12.5
AINES (%) 75
Metotrexato (%) 63.5
Leflunomida (%) 30
Vitamina D (%) 18

Los valores son media + Desviacion Estandar (DESVEST). HDL= Lipoproteina de
alta densidad; LDL= Lipoproteina de baja densidad; DAS=Tasa de actividad de la
enfermedad; ACPA = anticuerpos anti-peptidos ciclicos citrulinados; VSG=
Velocidad de sedimentacion globular; PCR= Proteina C reactiva; AINEs=
Antiinflamatorios no esteroideos; FR= Factor Reumatoide
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DETERMINACION DE LA FUNCION ENDOTELIAL

El estudio de la funcién microvascular endotelial se realizdé a través de la prueba de
hiperemia reactiva post-oclusiva (PORH) realizada con un Laser-Doppler linear Periflux
5010 (Perimed, Jarfalla, Stockholm, Suecia), analizando el aumento del flujo sanguineo
tras la oclusion temporal del mismo utilizando una sonda cutanea en el antebrazo. Las
medidas las llevd a cabo el mismo investigador para evitar variabilidad en los
resultados. Especificamente, con los participantes del estudio sentados en una
habitacién con una temperatura estable (25-26°C), un manguito de compresién
(Hokanson, Bellevue, Washington, Estados Unidos) fue situado 5 cm por encima del
codo y una sonda receptora en el antebrazo, 2 cm por encima de la muieca en el
mismo brazo. Tras un periodo de 5 minutos de descanso, el flujo capilar basal se midio
durante 2 minutos. Tras esto, se aumento la presion del manguito hasta una presion
suprasistdlica (180 a 220 mm Hg) y se mantuvo durante 4 minutos. A continuacién, se
liberd la presidn rapidamente del manguito y el flujo se registré durante 3 minutos. Los
datos obtenidos se analizaron usando el software PeriSoft para Windows. El software
calcula diferentes parametros entre los que se encuentran: el valor inicial de perfusidon
normal (RF), el valor maximo de perfusién cuando se ocluye (BZ), el drea de oclusion
(AOQ), el tiempo que tarda en llegar a la mitad del valor antes de la hiperemia (TH1), el
flujo maximo de perfusidn tras la oclusion (PF), el tiempo que tarda en llegar a la mitad

después de la hiperemia (TH2) y el 4rea de hiperemia.

AISLAMIENTO DE CELULAS BLANCAS

Los neutrdfilos fueron aislados de los pacientes con AR por centrifugacion de densidad
(Dextran, Ficoll-Hypaque). Esta técnica esta basada en el mismo método que el Ficoll-
Hypaque pero con un paso previo con la adicidn de dextrano que hace que los
neutrofilos tengan la misma densidad que los leucocitos mononucleados. Se mezcla
toda la sangre en un tubo y se afiade igual cantidad de dextrano al 3%. Se incuba a 42C
durante 45 minutos. Tras la incubacion se observaran dos fases en el tubo: la superior
con los leucocitos y la inferior con los hematies. Se recoge la parte superior y se afiade
en un tubo con la mitad de ficoll que la afiadida de dextrano. Los neutrofilos quedaran
bajo el ficoll formando un pellet y las células mononucleadas formaran un halo sobre el
mismo. Se recoge el halo y se afiade a un tubo con 10 ml de buffer fosfato salino (PBS)
y se realiza un lavado. Posteriormente se decanta el ficoll. Los neutréfilos se

sometieron a un choque osmdtico, resuspendiendolos en 2 ml de agua durante 5 seg
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A continuacion se afadieron 2 ml de cloruro sédico al 1,8% para conseguir un medio
isotonico. Se centrifugaron a 1.800 r.p.m. durante 5 minutos a 42C y posteriormente se
repitié la decantacion y este ultimo proceso. Se afiaden 500 pl de PBSy se centrifuga
de nuevo a 1.800 r.p.m. durante 5 minutos a 42C. Por ultimo se resuspendieron en 12
ml de PBS y se contaron las células mezclando 15 pl de azul Tripan con 15 ul de la
suspension con los neutrofilos.

Posteriormente, se realizd la separacion de monocitos y linfocitos a partir de la capa
de células mononucleares de sangre periférica, obtenidas por centrifugacion en un
gradiente de densidad sobre Ficoll-Hypaque. Los monocitos se aislaron de esta fraccion
mediante deplecion inmunomagnética en columna, utilizando un kit comercial
(Monocyte isolation kit I, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Consiste en
afiadir anticuerpos unidos a una molécula magnética a las células y hacerlas pasar por
una columna con una matriz de esferas ferromagnéticas, Tras colocarse en un
separador magnético, las esferas amplian su campo magnético lo que induce un alto
gradiente en la columna permitiendo la seleccion de las células a las que se les ha
adherido el anticuerpo.

La pureza de las fracciones se evalué mediante citometria de flujo (Citometro FACS
calibur), analizando el tamafio y la complejidad de cada poblacién . La pureza de los
monocitos se evaludé adicionalmente con Isotiocianato de fluoresceina (FITC) -
anticuerpo anti - CD14 conjugado por citometria de flujo. Por este método, se

obtuvieron 95,2 + 4,3 células monociticas viables.

TRATAMIENTOS IN VITRO DE MONOCITOS, NEUTROFILOS Y CELULAS ENDOTELIALES
Monocitos y neutrofilos aislados de 5 pacientes con AR a tiempo basal se cultivaron en
RPMI 1640 que contenia 10% de FBS, 2 mM de I-glutamina, 100 U/ml de penicilina,
100 mg/ml de estreptomicina y 250 ug/ml de fungizona (BioWhittaker / MA
Bioproducts, Walkersville, Maryland, EE.UU.) a 37 ° C en una atmédsfera de didxido de
carbono (CO2) humidificado al 5%.

Para el analisis de la expresion de ARNm y proteinas, los monocitos (1 x 10° células/ml)
fueron pretratados con solucién bloqueante FCRII (Miltenyi Biotec) durante 15 min. A
continuacion, las células se lavaron con 1 ml de PBS y se centrifugaron a 300 g durante
10 minutos. Posteriormente, las células se sembraron y se incubaron con IL-6 (10

ng/ml) durante 9 horas, tras este tiempo se incubaron otras 9 horas en presencia o en
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ausencia de tocilizumab (20 pg/ ml) a 37 ° C en una atmdsfera humidificada al 5%
(Co2).

Por otra parte, los neutrdfilos (1 x 10° células/ml) se pretrataron con solucién
bloqueante FCRIl como se ha descrito anteriormente. A continuacion, las células
fueron sembradas y se incubaron con IL- 6 (10 ng/ml) durante 3 horas, y después se
incubaron de nuevo en presencia o en ausencia de tocilizumab (20 pg/ml) durante
otras 3 horas, a 37 ° C en una atmédsfera humidificada al 5% (CO2).

La linea celular endotelial de vena de cordén umbilical (HUVEC, Lonza Group Ltd, Basel,
Suiza) se cultivaron a 37 2Cy 5 % de CO, en medio de crecimiento endotelial (EGM, por
sus siglas en inglés) consistente en medio basal para células endoteliales (EBM
(endothelial cell basal médium), Lonza, Walkersville, MD, EE.UU) suplementado con
0.1% de factor de crecimiento epidermico humano (hEGF, Lonza), 0.1% ml de
hidrocortisona (Lonza), 0.1% de gentamicina-anfotericina-B (GA-1000, Lonza), 0.4% de
extracto de cerebro bovino (BBE, Lonza), 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml
Estreptomicina y 250 pg/ml de fungizona (BioWhittaker / MA Bioproducts,
Walkersville, Maryland, EE.UU.)

Para los experimentos in vitro, las células HUVEC se cultivaron en placas de 6 pocillos
(4x10° células por pocillo) en 1,5 ml de medio completo. Después de 24 horas las
células se pretrataron durante 15 min con la solucién bloqueante FCRIl (Miltenyi
Biotec), y posteriormente se incubaron con IL - 6 (10 ng/ml) durante 9 horas. A
continuacion se incubaron de nuevo en presencia o en ausencia de tocilizumab (20
pg/ml) durante otras 9 horas.

Finalmente las células cultivadas se recogieron y se procesaron para los estudios

posteriores de western blot y RT-PCR.

COo-CULTIVOS DE MONOCITOS AR-HUVEC

Las células HUVECs se cultivaron como se describe anteriormente. Los monocitos
aislados de 5 pacientes con AR (sin tratamiento con tocilizumab) se pre-trataron con
solucion bloqueante FCRII durante 15 min. A continuacién, los monocitos se lavaron
con 2 ml de PBS, se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos y se sembraron en un
soporte permeable (Incorporated Transwell’ Permeable Supports, Sigma Aldrich,
Misuri, EE.UU.) (1 x 10° células por transwell) en medio EBM (Endothelial Cell Basal), y
se anadieron en los pocillos de la placa presembrados con HUVECs. Asi, las HUVECs y

los monocitos compartieron el mismo medio de cultivo pero fisicamente separados.
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Los co-cultivos fueron incubados con IL-6 (10 ng/ml) sola o combinada con tocilizumab
(20 pg/ml) como se describe previamente. Las células co-cultivadas (monocitos de AR y
HUVEC) se recogieron por separado para el aislamiento de ARN total y posterior

realizacion de RT-PCR.

AISLAMIENTO DE ARN

La extraccién de ARN total de las células (monocitos, neutrdfilos y células endoteliales)
se llevéd a cabo mediante el reactivo TRIsure (Sigma, St Louis, Missouri, EE.UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Especificamente, en una primera fase se
realizé la lisis celular con TRIsure” tras lo cual se aislé el ARN mediante cloroformo. A
continuacion, se procedié a su precipitacién con isopropanol y a su posterior lavado
con etanol al 70%. Para solubilizar el ARN se afiadié H,0 libre de ARNasas y se incubd
en un termobloque a 56°C, 5 min. Por Ultimo, se cuantificd la cantidad y pureza de ARN
extraida en un DeNovix DS-11 Spectrophotometer (DeNovix Inc., Wilmington,

Delaware, Estados Unidos). El ratio 0D260/0D280 estuvo entre 1.8y 2.

RETROTRANSCRIPCION Y PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

A continuacidn, el ARN total se traté con DNasa (proporcién 1/10) (NZYTech, Lisboa,
Portugal) durante 10 min a 372C para la eliminacién de la posible contaminacion con
ADN producida durante el proceso de extraccion, tras lo cual se procedio a la sintesis
de ADNc. Para ello, 500 pg de ARN total fue retrotranscrito con el kit comercial NZY
First-Strand Synthesis (NZYTech) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se
realizé una mezcla con 10 @l de Master Mix, 2 ul de enzima retrotranscriptasa, 500 ug
de ARN y agua libre de ARNasas hasta obtener un volumen final de 20 pl. La mezcla se
sometio a diversas incubaciones a diferentes temperaturas. La primera 10 minutos a
temperatura ambiente, seguida de 30 minutos a 502C, a continuaciéon 5 minutos a 85
oC. Tras este paso se afiadié 1 ml de ARNasa para finalizar con una incubacién a 37 eC
durante 20 minutos.

La expresidon génica se evalué mediante PCR en tiempo real usando un termociclador
LightCycler Sistema Thermal Cycler (Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana, EE.UU.).
La reaccion se realiz6 siguiendo el protocolo del fabricante, en un volumen final de 12
pl. Las reacciones consistieron en una desnaturalizacién inicial de 10 min a 95 °C,
seguida de 40 ciclos de 15 segundos a 952C y 1 min de elongacion y extension a 60°C.

Se obtuvo un ciclo umbral (valor de Ct, threshold cycle) para cada curva de
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amplificacién y posteriormente se calculé el valor de ACt de cada gen restandole el
valor de Ct del gen constitutivo gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa a cada
muestra. Los datos de expresidn se expresaron como 2 2% Las muestras se analizaron
por triplicado y los controles negativos se incluyeron en todas los reacciones. La
reproducibilidad de los ensayos para todos los transcriptos fue inferior al 0,5% en
inter-experimentos de prueba e incluso menor en experimentos intra-prueba. Se
evalud la expresion de los genes relacionados con la inflamacion: (factor tisular (TF),
proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), IL-8, factor de necrosis tumoral alpha
(TNFa), IL-1B e IL-6, receptor tipo toll 2 (TLR-2), TLR-4, diglicerido aciltransferasa
(DGAT), adipofilina o ADRP (PLIN2)), con la sefializacién de insulina: sustrato receptor
insulina 1 (IRS1) e IRS2 y con la adhesién celular: molecula de adhesién intracelular
(ICAM), molecula de adhesién vascular (VCAM) y factor de cremiento del endotelio

vascular (VEGF).

DETERMINACION DE MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN MONOCITOS Y
NEUTROFILOS

Se analizaron marcadores de estrés oxidativo en monocitos y neutréfilos mediante
citometria de flujo utilizando un laser dual FACSCalibur (Becton Dickinson). El analisis
de adquisicion de los datos se realizé utilizando el software CELL Quest (Becton
Dickinson). Para la evaluacién de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
incluyendo anidon superodxido y peroxido de hidrogeno, las células fueron incubadas
con 20,5 uM DCFH-DA (Sigma-Aldrich) a 37 ° C durante 30 min en la oscuridad 0 5 um
dihidroRodamina 123 a 379C durante 30 min (Sigma - Aldrich). Las células se lavaron vy
se resuspendieron en PBS y luego se analizaron en un FACSCalibur de doble laser.
Como control interno se utilizé la autofluorescencia de las células sin marcar. Para
corroborar el aumento de estrés oxidativo en los pacientes con AR sin tratamiento con

tocilizumab se utilizaron monocitos y neutrdfilos aislados de donantes sanos.

ANALISIS DE LA GENERACION DE NETOSIS EN NEUTROFILOS DE PACIENTES CON AR

Para evaluar el efecto in vivo del tocilizumab en la generacidn de NETosis, los
neutrofilos de pacientes con AR antes y después de 6 meses de tratamiento con
tocilizumab se aislaron y sembraron en placas de 24 pocillos de poli-L-lisina recubierta
con cubreobjetos de vidrio (BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.) y se dejaron

sedimentar durante 1 hora a 372C y 5% de CO2. A continuacion, las células se trataron
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con o sin forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, el agente mds potente para inducir NET
Formacion) (600 nM) (Sigma - Aldrich) durante 2 horas.

Para analizar el efecto in vitro del tocilizumab sobre la produccion de NETS, se
obtuvieron neutréfilos purificados de 5 Pacientes con AR activos (DAS28 moderado-
alto) sin tratamiento bioldgico y se trataron in vitro con solucién bloqueante FCRII
(Miltenyi Biotec) durante 15 minutos. Posteriormente las células se lavaron con 1 ml
de PBS y se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos. A continuacidn se sembraron
de la misma manera que se describid anteriormente y se pre-trataron con o sin
tocilizumab (20 mg/ml) durante 30 minutos, después se incubaron con IL-6 (100 ng/ml)
durante 15 horas mas o con PMA (600 nM) durante otras 2 horas.

Después de los diferentes tratamientos, las células se fijaron con paraformaldehido al
4% vy se lavaron tres veces con PBS. Se utilizd6 el marcador Sytox que se une
especificamente al ADN. Las células fueron incubadas con Sytox 5 mM (Life Paises
Bajos) y se visualizaron las NET utilizando un Nikon Eclipse-Ti-S Microscopio de
fluorescencia, (software de imagenes NIS-Elements). Se seleccionaron cinco imagenes
aleatoriamente de diferentes regiones de cada portaobjetos con un objetivo de 20x.
Las NETs se identificaron manualmente en imagenes digitalizadas como estructuras
positivas que emanan de células con longitud total mayor a 2x el didmetro de las

, 137,138
células no tratadas

y se tuvieron en cuenta al menos 3 campos utilizando
software IMAGE-J (NIH, Bethesda, MD). Los resultados se expresaron como porcentaje

de NETs (formacién de NETs).

DETECCION DE NUCLEOSOMAS LIBRE DE CELULAS

Los nucleosomas en suero de pacientes con AR se analizaron mediante el kit comercial
de Human Cell Death Detection ELISAPLUS (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los anticuerpos monoclonales contra el
ADN (doble y unica hebra) e histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4) se utilizaron para
detectar mono- y oligonucleosomas en suero de pacientes con AR. La cuantificacion de
nucleosomas se realizé por determinacién fotométrica de la absorbancia a 405 nm,

utilizando como longitud de onda de referencia 492 nm.
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IDENTIFICACION DE GRANULOCITOS DE BAJA DENSIDAD (tow DEnsITY
GRANULOCYTES: LDGS)

Las células mononucleares aisladas de sangre periférica (PMBCs) (5 x 10 *> ) de
pacientes con AR se incubaron con anticuerpos monoclonales especificos anti- CD14
humano conjugado con ficoeritrina (PE)y anti-CD15 humano conjugado con ficocianina
(FITC) (Biolegend) durante 30 minutos a 42C en oscuridad. Los isotipos de IgGs de PE y
FITC de la misma empresa se utilizaron como controles negativos. Las células se
lavaron, se resuspendieron en 500 pul de PBS y se adquirieron en el citémetro de flujo
FACSCalibur. La cantidad de LDGs fue expresada como porcentaje de células que

presentaban niveles bajos de CD14 y elevados de CD15.

ANALISIS DE LA EXPRESION PROTEICA DE ELASTASA (NE) Y MIELOPEROXIDASA (MPO)
EN NEUTROFILOS DE PACIENTES CON AR.

100 ml de sangre periférica se incubd con 1 ml de tampdn de lisis (BD Pharm Lyse
Lysing Buffer) durante 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Después de
la centrifugacion a 1800 rpm durante 5 minutos a 4 9C, las células se fijaron y se
permeabilizaron con 250 pl de tampdn (Kit de solucién de fijacién / permeabilizacién
BDCytofix / Cytoperm ™ con BD GolgiPlug ™) durante 20 minutos a 4°C. A
continuacion, las células se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-MPO humano
conjugado con FITC (BD Biosciences) o con el anticuerpo primario anti-elastasa
humana (RbmAb a Neutrophil Elastasa (Abcam, Cambridge, Reino Unido).
Posteriormente para la deteccidn de la expresidn proteica de elastasa en neutrofilos
se afiadid un anticuerpo secundario conjugado Alexa Fluor (Abcam) durante 30
minutos a 49C. Se utilizaron isotipos de 1gGs como controles negativos. Las células

fueron lavadas y adquiridas en el citdmetro de flujo FACSCalibur.

AISLAMIENTO DE PROTEINAS Y ARRAY DE PROTEINAS INTRACELULARES PATHSCAN

Las proteinas totales de monocitos de pacientes con AR se aislaron utilizando el kit
comercial RNA/DNA/Protein Purification Plus kit (Norgen, Biotek corp., Canada, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

10 pg de proteinas en un volumen de 75 pl se sometieron al analisis mediante el array
de proteinas intracelulares pathScan siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Cell signaling technologies, Massachusetts, EE.UU.) Se analizaron los niveles de

fosforilacién de: (ERK1 / 2, STAT1, STAT3, AKT, AMPKa, S6, proteina ribosomal, mTOR,
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HSP27, Bad, P70 S6 quinasa, PRAS40, p53, p38, SAPK / JNK, PARP, caspasa-3 y GSK-3b)
en monocitos aislados de pacientes con AR, antes y después de 6 meses de

tratamiento con tocilizumab.

DETERMINACION DE MOLECULAS DE ADHESION EN PLASMA DE PACIENTES CON AR

Los niveles en plasma de E-selectina y moléculas de adhesion vascular (VCAM-1) se
analizaron en el plasma de pacientes con AR antes y después de tratamiento con
tocilizumab mediante el inmunoensayo Procarta Plex multiplex (Affymetrix Bioscience,
Viena, Austria), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit, permite cuantificar
multiples biomarcadores en una Unica muestra de plasma mediante diversos
anticuerpos unidos a bolas magnéticas que reconocen las proteinas de interés. Las
muestras se adquirieron en un sistema Bio-Plex 200 (BioRad Laboratories) y se

analizaron con el software Bio-Plex Manager (BioRad Laboratories)

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron en forma de media + DESVEST para las variables
cuantitativas y frecuencias absolutas y porcentajes para las cualitativas. Siguiendo el
test de la normalidad e igualdad de varianza, las comparaciones fueron hechas a través
de test paramétricos (Test “t” de Student para datos apareados) o alternativamente
usando test no paramétricos (Test “U” de Mann-Whitney). Todos los contrastes fueron
bilaterales y se consideraron significativos aquellos dénde p < 0.05. El analisis
estadistico fue realizado usando el programa estadistico SPSS versién 17.0 de

Windows (SPSS Iberica, Madrid, Espaiia).
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RESULTADOS

TCZ MEJORO LA ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD, LOS PARAMETROS CLiNICOS Y LA DE
EN PACIENTES CON AR.

El tratamiento con TCZ (162 mg/ml semanal) durante 6 meses redujo
significativamente el nimero de articulaciones inflamadas y dolorosas en los pacientes
AR. Tras el tratamiento también hubo una mejoria de la actividad de la enfermedad
mostrada por una disminuciéon de los niveles medios de EVA y de DAS28, que
disminuyd de alta actividad a una actividad moderada-baja: El DAS 28 experimentd un
descenso medio de 1,35 (+/- DESVEST) (+/- 0,78). Asimismo, se produjo una
modulacidon de la autoinmunidad tras el tratamiento in vivo con TCZ, mostrada por una
reduccién de los niveles de FR. Sin embargo, no se detectaron cambios en los niveles
de ACPA. En cuanto a los reactantes de fase aguda se produjo una disminucion
significativa de los niveles de VSG y PCR después del tratamiento.

TCZ también moduld el perfil lipidico en el plasma, aumentando los niveles de

colesterol HDL y la ApoA1l (Tabla l).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y analiticas basales y después del tratamiento
con TCZ de los pacientes con AR incluidos en el estudio.

Parametros clinicos Basal TCZ Valor de p
Hombres /Mujeres (n/n) 16/4
Edad (anos) 47.80+ 2.30
Duracién de la enfermedad (afios ) 7.60+1.76
Niveles de FR 90.84+ 25.22 54.22+13.99 p=0.041
Niveles de ACPA 761.09+ 240.19 762.54+251.44 p=0.991
Obesidad (%) 6.10
Diabetes (%) 1
Hipertension (%) 2
Menopausia (%) 50
Fumadores (%) 25
Dafo articular
Articulaciones inflamadas (n) 6.14+1.01 0.71+ 0.47 p=0.001
Articulaciones dolorosas (n) 19.00+ 4.58 8.00+2.93 p=0.045
DAS28 4.25+0.18 2.90+0.42 p=0.021
EVA 71.5+3.94 48.33+3.34 p=0.001
HAQ 1.54+£0.31 1.04+0.33 p=0.046
Perfil lipidico
Colesterol Total (mg /dl) 180.00 + 9.33 201.2047.39 p=0.070
HDL Colesterol (mg/dl) 45.6+ 2.51 56.10+2.42 p=0.001
LDL Colesterol (mg/dl) 115.30+ 8.83 124.30+9.30 p=0.319
Triglicéridos (mg/dl) 94.00+ 8.70 102.6+9.57 p=0.273
Apolipoproteina Al 130.80 +5.68 151.9047.31 p=0.042
Apolipoproteina B 73.60+ 4.44 79.906.14 p=0.264
Cociente ApoB/APoAl 0.57+ 0.051 0.52+0.035 p=0.267
Parametros inflamatorios
VSG (mm/h) 25.40+ 6.09 4.22+0.70 p=0.014
PCR (mg/dl) 13.29+ 6.08 0.46+0.18 p=0.045
Tratamientos
Corticoides (%) 62.5 62.5
Hidroxicloroquina (%) 125 12.5
AINES (%) 75 75
Metotrexato (%) 63.5 63.5
Leflunomida (%) 30 30
Vitamina D (%) 18 18

Los valores representan la media + Desviacion Estandar (DESVEST). HDL= Lipoproteina de
alta densidad; LDL= Lipoproteina de baja densidad; DAS28=Tasa de actividad de la
enfermedad; ACPA = anticuerpos anti-péptidos ciclicos citrulinados; VSG= Velocidad de
sedimentacion globular; PCR= Proteina C reactiva; AINEs= Antiinflamatorios no
esteroideos; FR= Factor Reumatoide

55



La funcion endotelial (valorada a través de la medicion de la hiperemia post-
isquémica reactiva por laser Doppler) mejoréd significativamente tras el tratamiento
con TCZ, mostrado mediante el aumento del valor del pico de flujo sanguineo después
de la oclusion (Flujo maximo, PF) y el aumento del area hiperémica (AH) (Fig. 1, A).

De forma paralela analizamos los cambios producidos en los niveles plasmaticos de
moléculas de adhesion celular, las cuales estan estrechamente relacionadas con la DE.
Asi, los niveles de E-selectina y VCAM-1 se encontraron significativamente mas bajos
tras tratamiento con TCZ. Estos resultados apoyan la mejora de la funcién vascular en

los pacientes AR tratados con TCZ (Fig 1, B).

A Antes de TCZ Después de TCZ Valor de p
PF 71.23 £6.06 87.17 £ 10.10* 0.010
AH 2314.03 £ 300.73 3846.54 + 575.64* 0.041
BZ-PF 1098.23 + 109.65 1324.37 + 167.19 0.360
TH1 2.39+0.85 1.48 £0.37 0.390
TH2 48.44 +9.80 42.11 + 3.80 0.430
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Figura 1. Mejora de la funcidon endotelial en pacientes AR tratados con TCZ. (A) Andlisis
de la funcién microvascular utilizando un laser doppler lineal PeriFlux 5010 a tiempo basal
y después de 6 meses de tratamiento con TCZ. (B) Analisis de los niveles de E-selectina y
de VCAM-1 procedentes de plasma de AR, antes y después del tratamiento con TCZ
mediante el inmunoensayo Procarta Plex Multiplex. Se muestran los datos como media +/-
DESVEST, n= 20 pacientes. (*) Indica diferencias significativas respecto a antes de
tratamiento con TCZ (p< 0,05).
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TCZ REDUJO EL ESTRES OXIDATIVO EN LOS LEUCOCITOS DE LOS PACIENTES CON
AR. Recientemente se ha demostrado un aumento del estrés oxidativo en los
leucocitos de pacientes con AR, directamente relacionado con los titulos de
ACPAs, asi como con la expresion de una serie de parametros inflamatorios
que contribuyen a la aterosclerosis ("®). Por consiguiente, los niveles de
perdxidos y peroxinitritos fueron reducidos en monocitos y neutréfilos de
pacientes AR tras tratamiento in vivo con TCZ, mostrado por una reduccion
significativa de la media de intensidad de fluorescencia de DHRH y DCFHDA

mediante citometria de flujo (Fig. 2, Ay B).
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Figura 2. Analisis del estrés oxidativo en los monocitos y neutréfilos de pacientes AR tras
tratamiento con TCZ (A) La produccidn de peréxidos en monocitos y neutréfilos de pacientes
con AR a tiempo basal y después de 6 meses de tratamiento con (TCZ) se determind
utilizando la sonda fluorescente DCFHDA mediante citometria de flujo. (B) La produccion de
perdxidos y peroxinitritos en monocitos y neutréfilos de pacientes con AR antes y después
del tratamiento con TCZ se determind utilizando la sonda fluorescente DHRH-123 mediante
citometria de flujo. Los histogramas representan la intensidad media de fluorescencia (IMF)
de las sondas DCFHDA y DHRH en un donante sano (histograma completo), un paciente con
AR antes del tratamiento con TCZ (histograma negro), y el mismo paciente después del
tratamiento con TCZ (histograma gris). Los gréficos de barras muestran la media +/- DESVEST
de la IMF. (n=20 pacientes). (*) Indica diferencias significativas respecto a antes de
tratamiento con TCZ (p< 0,05).
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EL TRATAMIENTO CON TCZ EN PACIENTES CON AR REDUJO EL PORCENTAIE DE
GRANULOCITOS DE BAJA DENSIDAD Y LA GENERACION DE NEToOSIS.

Recientemente, se ha identificado un nuevo subtipo de neutrdfilos llamados
granulocitos de baja densidad (LDGs, del inglés low density granulocytes) en
sangre periférica de pacientes con diversas enfermedades autoinmunes. Estas
células se caracterizan por tener un tamafio y complejidad similar a la de las
células mononucleares y mostrar un perfil fenotipico basado en bajos niveles
de expresion de CD14 y elevados niveles CD15 en su membrana. Se ha
descrito que los LDGs presentan un perfil mas inflamatorio y son mas
propensos a producir NETosis que los neutréfilos normales Y Enel presente
estudio, se observd una reduccién significativa en el porcentaje de LDGs en
sangre periférica de pacientes con AR tratados con TCZ durante 6 meses

(Fig. 3, A).

Estudios previos han demostrado que los pacientes con AR presentan un
aumento de la generacidn espontanea de NETs, con mayor expresién de EN y
MPO. En nuestro estudio, EN y MPO (principales enzimas que lideran el inicio
de la NETosis) se encontraron reducidas en los neutrdéfilos de pacientes con
AR tratados con TCZ (Fig. 3, B). Ademas, los neutrdfilos de pacientes con AR
tratados con TCZ durante 6 meses mostraron una reduccion en la generacién
de NETs, de manera que el area de fibras de ADN tefiidas con SYTOX se redujo
significativamente por el efecto de TCZ en los neutrdfilos de AR tratados con
PMA (del inglés phorphol-12-myristate-13-acetate) para inducir NETosis (Fig.
3, D). Apoyando la reduccién de la produccion de NETosis por TCZ observada a
nivel celular, se detectd una disminucidon de los niveles de nucleosomas en el

suero de pacientes con AR después de este tratamiento (Fig. 3, C).
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Figura 3. Reduccién del porcentaje de LDGs y la generacion de NETosis tras tratamiento
con TCZ en pacientes AR. (A) Dot plots representando los granulocitos de baja densidad
(LDGs) de pacientes con AR antes y después del tratamiento con TCZ. (B) Niveles de la
expresion de proteinas intracelulares (EN y MPO) en neutrdfilos de pacientes con AR a
tiempo basal y después de 6 meses de tratamiento con TCZ mediante citometria de flujo.
Los graficos de barras muestran la media +/- DESVEST de la intensidad de fluorescencia
media (IMF) de estas proteinas. (C) Niveles de nucleosomas libres de células (cell free
nucleosomes) en suero, medidos por ELISA. (D) Imagenes representativas de NETs de
pacientes con AR antes y después de tratamiento con TCZ. La NETosis fue inducida por
phorphol-12-myristate-13-acetato (PMA) (600 nM) durante 2 horas. El ADN se tifié con
colorante naranja SYTOX y las NETs se visualizaron usando un microscopio de
fluorescencia Nikon Eclipse-Ti-S con un objetivo de 203. Se tomaron cinco imagenes
seleccionadas al azar de diferentes regiones de cada porta-objetos por cada caso. Las
NETs fueron identificadas manualmente en las imagenes digitalizadas como estructuras
positivas tefiidas con SYTOX que emanan de las células con un drea total superior a 2
veces el drea de las células sin PMA. Las puntas de flecha muestran las NETs. La formacion
de NETs representa el porcentaje promedio de estructuras NETs de las 5 imagenes
tomadas en cada condicion. Los graficos de barras muestran la media +/- DESVEST (n= 20
pacientes). (*) Indica diferencias significativas (p <0,05) respecto a antes del tratamiento
con TCZ.
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EL TRATAMIENTO IN VIVO CON TCZ REDUJO EL PERFIL PROCOAGULANTE E
INFLAMATORIO Y MODULO LA SENAL DE LA INSULINA EN LOS MONOCITOS DE
PACIENTES AR.

La expresion génica de moléculas involucradas en la inflamacion (MCP-1, TLR4
y TLR2), la actividad procoagulante (TF) y la migracién (IL-8) se redujo en los
monocitos de pacientes AR tratados con TCZ (Fig. 4, A). Sin embargo, la
inhibicion in vivo de la sefializacién del IL-6R por TCZ aumentd la expresion
génica de IL-6 en los monocitos de los pacientes con AR. La expresion de
genes relacionados con la sefial de insulina, como el IRS-1 y el IRS-2, también
se encontro elevada en los monocitos de pacientes con AR tratados con TCZ
en comparacién con el estado basal. Por otro lado, la expresion génica de
moléculas implicadas en el metabolismo lipidico (DGAT y PLIN2) se redujo
significativamente en monocitos de pacientes con AR después de 6 meses de

tratamiento con TCZ (Fig. 4).
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Figura 4. TCZ modula la expresion génica de moléculas proinflamatorias, procoagulantes
y sefial de la insulina en monocitos de pacientes AR. El grafico de barras muestra los
niveles de expresion del ARNm de genes relacionados con la inflamacién (MCP-1, IL-8, IL-
6, TLR2 y TLR4), la actividad procoagulante (TF), el metabolismo lipidico (DGAT-1y PLIN2),
y la sefial de la insulina (IRS-1 e IRS-2) en monocitos de pacientes con AR antes y después
del tratamiento durante 6 meses con TCZ.
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TCZ MODIFICO LA ACTIVACION DE DIVERSAS RUTAS INTRACELULARES EN MONOCITOS
DE PACIENTES CON AR.

Se ha descrito que la alteracidn de las vias de sefializacidn intracelular desempefia un
papel importante en la AR, mediando la inflamacidn crénica presente en estos

39 - , . . .
. Utilizando un array de proteinas, analizamos los cambios promovidos por

pacientes !
el tratamiento con TCZ en la activacidn de 18 quinasas intracelulares en monocitos de
pacientes con AR. Como se esperaba, la inhibicién de la sefializacién del IL-6R por TCZ
redujo significativamente la fosforilacion de STAT3, una quinasa activada directamente
por la unidn de IL-6 a su receptor. Asi mismo, la fosforilacién de otras 7 proteinas
quinasas se encontré significativamente reducida por TCZ en monocitos de AR,

incluyendo AKT, AMPKa, S6 Proteina ribosomal, p38, HSP27, PRAS40 y GSK3-b
(Fig. 5, Ay B).
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Figura 5. Efecto del TCZ sobre la activacion de diversas vias intracelulares en
monocitos de pacientes AR. (A) Dos paneles representativos del estado de
fosforilacién de quinasas utilizando un array de sefializacidn intracelular PathScan en
monocitos de AR. (B) Cuantificacién de la intensidad de volumen x area (mm2). Los
datos se presentan como media +/- DESVEST (n =20 pacientes). (*) Indica diferencias
significativas respecto a antes del inicio de TCZ (P< 0,05).

EL TRATAMIENTO IN VITRO CON TCZ DE LOS NEUTROFILOS Y MONOCITOS
PURIFICADOS DE PACIENTES CON AR REDUCE LA GENERACION DE NETOSIS Y
MEJORA EL PERFIL INFLAMATORIO Y TROMBOTICO DE LOS MONOCITOS

Para evaluar la especificidad del efecto del TCZ, se realizaron estudios in vitro
en monocitos y neutrdfilos purificados de pacientes AR que no estaban
tratados con TCZ. En neutrdfilos, el pretratamiento con IL-6 durante 6 horas
promovid un aumento significativo en los niveles de expresion proteica de EN
y MPO, los cuales fueron reducidos tras tratamiento con TCZ (Fig. 6, Ay B).
Ademas, el tratamiento in vitro de los neutréfilos de pacientes con AR con IL-6
o PMA promovidé un aumento en la generacion de NETosis. La combinacion de
TCZ mas IL-6 o PMA redujo de forma significativa la extrusion de las fibras de
ADN de neutroéfilos en comparacién con el tratamiento con IL-6 y PMA solos,
lo que sugiere que TCZ podria prevenir la generacion de NETosis en pacientes

con AR (Fig. 6, C).
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Figura 6. Efecto del tratamiento in vitro de neutréfilos de pacientes AR con TCZ en la
generacion de NETosis. (A y B) La expresidon proteica de EN y MPO se analizd mediante
citometria de flujo en neutréfilos aislados de 5 pacientes con AR y tratados con IL-6 (10
ng/ml), TCZ (20 mg/ml) y la combinacién de ambos. Los graficos de barras muestran la media
+/- DESVEST de la IMF de 5 experimentos independientes. (a) Indica diferencias significativas
respecto a los no tratados y (b) respecto a los tratados con IL-6 (p< 0,05). (C) Estas imagenes
representan las NETs de neutrdfilos aislados de 5 pacientes con AR a tiempo basal (sin tomar
TCZ) y tratados con IL-6 (100 ng / ml), TCZ (20 mg/ml), o la combinacién de ambos durante 15
horas. También se traté con PMA (600 nM) sélo o combinado con TCZ (20 mg / ml) durante 2
horas. EI ADN se tifid con SYTOX y se visualizaron las NETs usando un objetivo de microscopio
de fluorescencia Nikon Eclipse-Ti-S 203. Se seleccionaron 5 imagenes aleatoriamente de
diferentes regiones de cada porta-objetos por caso. Las NETs fueron identificadas
manualmente en las imagenes digitalizadas como estructuras positivas tefiidas con SYTOX que
emanan de las células con un area total superior a 2 veces el area de las células no tratadas.
Las puntas de flecha muestran las estructuras NETs. La formacion de NETs representa el
porcentaje promedio de estructuras NETs de las 5 imagenes tomadas en cada condicion. Los
graficos de barras muestran la media +/- DESVEST del porcentaje de NETs de 5 experimentos
independientes, n= 5 pacientes diferentes. (a) Indica diferencias respecto a no tratados (b)
respecto a tratados con IL-6 (c) respecto a tratados con PMA (p< 0,05).
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Por otro lado, el tratamiento in vitro con TCZ de monocitos aislados de
pacientes con AR redujo su perfil inflamatorio y protrombético, lo cual se puso de
manifiesto por la disminucion de la elevada expresion de TLR2, TNF-a, IL-1b, IL-8, MCP-
1, VEGF, VCAM, y ICAM observados en los monocitos no tratados o inducida por IL-6

(Fig. 7)
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Figura 7. Efecto del tratamiento in vitro con TCZ en el perfil inflamatorio y pro-trombotico de
monocitos de pacientes AR. Niveles de expresion de ARNm en monocitos purificados de 5
pacientes con AR en estado basal (no tratados y tratados con IL-6 (10 ng / ml), TCZ (20 mg/ml)
0 IL-6 mas TCZ durante 18 horas). Los graficos de barras muestran la media +/- DESVEST de 5
experimentos independientes, (n =5) (a) Indica diferencias significativas respecto a monocitos
no tratados; (b) frente a monocitos tratados con IL-6; (p< 0,05).

TCZ REDUJO SIGNIFICATIVAMENTE LA ELEVADA EXPRESION DE MOLECULAS DE
ADHESION Y MEDIADORES INFLAMATORIOS INDUCIDA POR IL-6 EN CELULAS
ENDOTELIALES SOLAS O COCULTIVADAS CON MONOCITOS PURIFICADOS DE PACIENTES
CON AR.

Para imitar los efectos in vivo del TCZ en la pared de los vasos sanguineos, se realizaron
tratamientos in vitro de las células HUVEC con IL-6 séla o en combinacién con TCZ.

Se observé un aumento significativo en los niveles de expresion de ARNm de TLR2, IL-
8, MCP-1, VEGF y VCAM en las células HUVECs después del tratamiento con IL-6

durante 18 horas. Esos niveles elevados fueron disminuidos tras tratamiento con TCZ,
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lo que sugiere que el bloqueo del IL-6R puede tener un efecto beneficioso sobre la
funcién endotelial (Figura 8, A).

Por otro lado, se analizé la interaccidn entre las células endoteliales y los monocitos en
el contexto de la AR realizando cocultivos de monocitos aislados de pacientes AR con
células endoteliales HUVEC. Asi, el cocultivo de monocitos de AR con HUVECs aumenté
los niveles de expresion de ARNm de TLR2, TNF-q, IL-1b, IL-8, TF, MCP-1, ICAM, VCAM
y VEGF en células endoteliales. Ademas, estos genes aumentaron significativamente
después de la adicion de IL-6 al medio de cocultivo (HUVECs con monocitos de AR).
Una vez mas, TCZ redujo la expresién inducida por IL-6 tanto de las moléculas de
adhesion como de los mediadores inflamatorios y protrombéticos en las células
endoteliales cocultivadas con monocitos purificados de AR (Fig. 8, B), lo cual remarca el
papel tan relevante de este inhibidor del IL-6R tanto en la mejora de la funcién
endotelial, como en la disminucién del perfil proinflamatorio mediado por monocitos

asociado a ese trastorno autoinmune.
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Figura 8. Efecto del tratamiento in vitro con TCZ en células endoteliales solas o en
cocultivo con monocitos de pacientes AR. (A) Niveles de expresion de ARNm en células
HUVEC tratadas con IL-6 (10 ng / ml) séla o en combinacién con TCZ (20 mg / ml). Los
gréficos de barras muestran la media +/- DEVEST de 3 experimentos independientes. (a)
Indica diferencias significativas respecto a no tratados (b) respecto a tratados con IL-6
(p< 0,05). (C) Niveles de expresién de ARNm en células HUVEC sélas o cocultivadas con
monocitos de AR y tratados con o sin IL-6 (10 ng / ml) sola o en combinacién con TCZ (20
mg / ml). Los graficos de barras muestran la media +/- DESVEST de 3 experimentos
independientes. (a) Indica diferencias significativas respecto a células HUVEC cultivadas
solas y no tratadas; (b) respecto a cocultivo con monocitos de AR (c) respecto al
cocultivo con monocitos de AR tratados con IL-6 (p< 0,05)

66



74

DISCUSION



DISCUSION

El presente estudio describe por primera vez como el tratamiento con TCZ

podria mejorar el perfil proaterotrombdtico en pacientes con AR, explorando los
cambios moleculares relacionados con la inflamacién, las propiedades
procoagulantes y las vias de sefializacién intracelular en los monocitos de AR, asi
como la prevencién de la generacion de NETosis por parte de los neutréfilos y la
mejora de la DE.
Datos publicados recientemente han demostrado que la combinacion de
tratamiento con FAMEs (Farmacos modificadores de la enfermedad) bioldgicos y
sintéticos, representa la mejor opcion de tratamiento de la AR, ya que puede
enlentecer la progresidn del dafio estructural 1% En nuestra cohorte de pacientes,
la combinacién de TCZ con FAMEs sintéticos (metotrexato, leflunomida e
hidroxicloroquina), mejord globalmente la actividad de la enfermedad, con una
remision del DAS28 evidenciada por: una disminucién en el nuimero de
articulaciones dolorosas e inflamadas, de los parametros inflamatorios analiticos y
de la evaluacion global del dolor por parte del paciente.

En cuanto a la autoinmunidad, el tratamiento con TCZ durante seis meses
también redujo de forma significativa los niveles de FR. Sin embargo, no se
observd ningun cambio en los niveles de ACPAs. En este sentido, un trabajo
reciente de lannone y colaboradores*®® evalué el efecto de varios FAMEs
bioldgicos sobre los niveles de FR y ACPAs en pacientes con AR y demostré que
tras 12 meses de tratamiento con TCZ se redujeron significativamente tanto los
niveles de FR como los de ACPA. Por tanto, podria ser necesario un tratamiento
mas prolongado con TCZ para reducir los niveles de ACPA.

Recientemente varios estudios han evaluado los cambios en el perfil lipidico
asociados con el riesgo cardiovascular en pacientes con AR después del
tratamiento con TCZ. Asi, en ensayos clinicos fase Il y Ill se han descrito
alteraciones en los niveles de LDLc, HDLc y triglicéridos debidos al tratamiento con
TCZ. De este modo, comparando con pacientes sin terapia bioldgica o en
tratamiento con otros FAMEs bioldgicos (incluyendo adalimumab, rituximab vy
tofacitinib), después de 6 meses de tratamiento con TCZ, se incrementaron
considerablemente los niveles de HDLc, traducidos en un aumento de los niveles

141-144

de colesterol total . Algunos de estos estudios mostraron ademds un
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aumento de LDLc y triglicéridos producido por TCZ. En nuestra cohorte de
pacientes se observd un aumento significativo de los niveles de HDLc; sin
embargo, los niveles de colesterol total no se modificaron, lo cual puede ser
debido a que los niveles de triglicéridos y LDLc permanecieron inalterados tras 6
meses de tratamiento con TCZ. Asi mismo, los niveles de ApoAl (el mayor
componente de la HDL) también aumentaron significativamente tras el
tratamiento con este farmaco. Asi en nuestra cohorte de pacientes con AR, TCZ
tuvo un efecto beneficioso en el perfil lipidico, aumentando los niveles de HDLy su
principal integrante ApoAl.

Por otro lado, el efecto de TCZ en DE ha sido minimamente explorado.
Protogerou y colaboradoresus, estudiaron la dilatacién medida por flujo y la
rigidez aodrtica en 16 pacientes tratados con TCZ durante 3 y 6 meses. Los
resultados de este trabajo indicaron que TCZ mejord la DE, mostrada por una
disminucion de la velocidad de onda del pulso desde la carétida a la femoral y un

118 . .
. Ademas, en un estudio donde

aumento de la dilatacion medida por flujo
comparaban el efecto de TCZ con otros dos FAMEs bioldgicos en monoterapia,
tales como etanercept y adalimumab, se observd que en los 3 casos la rigidez

1
. De

arterial disminuia de forma similar después 6 meses de tratamiento
acuerdo con estos datos, nuestra cohorte de pacientes AR muestra una mejoria
significativa de la funcién microvascular, mostrando un aumento del valor del pico
de flujo sanguineo después de la oclusién y un aumento del area hiperémica. Por
tanto, el presente trabajo aporta una nueva evidencia que demuestra la eficacia
de TCZ reduciendo la DE en terapia combinada con FAMEs sintéticos
convencionales.

De forma paralela, en el plasma de estos pacientes se observé una disminucion
significativa de los niveles de moléculas de adhesién celular, tales como E-
selectina y VCAM-1 tras tratamiento con TCZ. Niveles elevados de estas moléculas
han sido asociados con DE. Por tanto, una reduccion de los niveles de las mismas
sugiere una mejora de la funcidn vascular en los pacientes AR tratados con TCZ
combinado con FAMEs convencionales, apoyando los resultados obtenidos
mediante el andlisis de la funcién microvascular con el laser doppler. En este
sentido, solo un estudio reciente ha mostrado una disminucidon en los niveles
séricos de una molécula igualmente implicada en la DE, como es el VEGF, en
pacientes AR tras 6 meses de tratamiento con TCZ en monoterapia B
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Nuestros estudios in vivo en pacientes AR tratados con TCZ, fueron apoyados con
experimentos in vitro, en los que células endoteliales HUVEC fueron tratadas con
este farmaco tras ser activadas con IL-6. Asi el tratamiento con TCZ, redujo
significativamente los niveles de expresién elevados de moléculas de adhesién y
activacion del endotelio, inducidos por IL-6: TLR2, IL-8, MCP-1, VEGF, ICAM vy
VCAM. Ademas, demostramos como los monocitos aislados de pacientes AR con
alta actividad de la enfermedad y no tratados con ningin FAME bioldgico, inducian
la expresion de moléculas de adhesion en las HUVECs al ponerlos juntos en
cocultivo. Asimismo, la adicién de TCZ al cocultivo de monocitos AR con HUVECs,
redujo la expresién inducida por IL-6 de los mediadores inflamatorios vy
protrombdticos y las moléculas de adhesién celular, representado por una
reduccion en la expresion génica de TNF-a, IL-1(, IL-8, TF, MCP-1, TLR2, ICAM,
VCAM y VEGF.

De acuerdo con nuestros resultados, un estudio realizado por Suzuki y
colaboradores ha descrito la importancia de la IL-6 en el aumento de la tasa de
migracién celular, y el papel de TCZ en la reduccion de la adhesién de los
monocitos (U937) a las células HUVEC Y8 En conjunto, nuestro estudio, realizado
in vivo con pacientes AR e in vitro con células endoteliales, apoya la eficacia de
TCZ en el restablecimiento de la funcién endotelial mediante la reduccién de
moléculas de adhesidn y de mediadores inflamatorios y protrombdticos.

Una alteracidn en el estatus oxidativo se ha relacionado estrechamente con
enfermedad CV. En este sentido, nuestro grupo ha publicado recientemente un
aumento del estrés oxidativo en leucocitos y plasma de pacientes con AR,
observandose un incremento de perodxidos y peroxinitritos intracelulares en los
monocitos y neutrdfilos de estos pacientes en comparacién con donantes sanos.
En ambas poblaciones celulares se observd ademas un elevado porcentaje de
células con despolarizacién de la membrana mitocondrial. Por el contrario, se
observé una disminucion significativa de la capacidad antioxidante total en el
plasma de estos pacientes 7 El presente estudio muestra por primera vez los
efectos de la inhibicion de la sefializacién del receptor de la IL-6 en la reduccién
del estrés oxidativo en monocitos y neutrdfilos de pacientes AR. El tratamiento in
vivo con TCZ redujo significativamente los niveles de perdxidos y peroxinitritos en
ambos tipos celulares. Otros tipos de FAMEs bioldgicos, como etanercept e
infliximab, también han demostrado disminuir el estrés oxidativo en suero y orina
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147,148 . .
. Comparando con otros tratamientos, solo existe un

de pacientes con AR
estudio reciente en el que se ha demostrado que TCZ es mas eficiente en la
reduccién de los niveles séricos de marcadores de estrés oxidativo que los FAMEs

sintéticos y terapia anti-TNFo 9,

Apoyando este articulo, nuestro estudio
muestra la gran eficacia de TCZ en la reduccién del estrés oxidativo, no sélo a nivel
plasmatico, sino también a nivel celular, en los monocitos y neutroéfilos AR, lo que
podria contribuir a evitar el dafio vascular en pacientes con esta enfermedad.

Los monocitos de pacientes con AR exhiben un perfil proaterotrombdtico,
mostrando una expresion elevada de citoquinas proinflamatorias y factores
procoagulantes 7 El efecto de TCZ sobre los marcadores aterotrombdéticos
asociados con la AR a nivel plasmatico ya ha sido descrito. Asi, se ha observado
que el TCZ reduce las moléculas protrombdticas incluyendo el dimero D, el
fragmento protrombético 1+1, el fibrindgeno, la lipoproteina A y la fosfolipasa A2

142,150,151

IIA en el plasma de pacientes con AR . Sin embargo, existe poca evidencia

sobre el efecto de TCZ en los monocitos AR; solamente se ha descrito que TCZ

2 En este estudio analizamos en profundidad

induce apoptosis en estas células
los cambios moleculares que ocurren en monocitos de pacientes con AR tratados
con TCZ, observando una reduccion significativa de genes involucrados en el perfil
inflamatorio, las propiedades protrombdticas y la capacidad migratoria: TLR2,
TNFo, IL-1, IL-8, MCP-1, VEGF, VCAM e ICAM.

Por otro lado, se observé un aumento significativo de los niveles de ARNm de
la IL-6 en los monocitos de pacientes con AR que fueron tratados con TCZ durante
6 meses. Nuestros resultados son acordes con los publicados recientemente por
Nishimoto y colaboradores. Este grupo describié que los niveles circulantes de IL-6
y de sIL-6R aumentaron después de la administracion de TCZ en pacientes con AR
153 Argumentaron que este efecto fue debido probablemente a una reduccién de
su eliminacion después de la formacién de los inmunocomplejos TCZ/sIL-6R. En
esta misma linea, el aumento de los niveles de expresion génica de la IL-6 en
nuestro estudio podria deberse a ese proceso de retroalimentacion.

Ademas, en este trabajo presentamos nuevas evidencias sobre el efecto de
TCZ en la formacidn de gotas lipidicas en los monocitos AR. Esta acumulacién de
gotas lipidicas dentro de los leucocitos en condiciones inflamatorias ya ha sido

>4 Las gotas lipidicas albergan varias proteinas y lipidos

descrito previamente
involucrados en el control de biosintesis y la secrecién de moléculas inflamatorias,
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incluyendo leucotrieno y PGE2. Los genes PLIN y DGAT estan implicados en su
regulacién. La sobreexpresion de PLIN2 produce una mayor formaciéon de gotas
lipidicas™. Por otro lado, el crecimiento de estas formaciones lipidicas esta
relacionado con funciones realizadas por el reticulo endoplasmico mediado por
proteinas presentes en el mismo, tales como el DGAT. En el presente estudio se
encontré una reduccion significativa en la expresion de estos genes en los
monocitos AR tratados in vivo con TCZ, lo que podria sugerir que TCZ redujo la
formacion de gotas lipidicas, a través de la inhibicidon de la inflamacién mediada
por las células inmunes. Sin embargo, es necesaria una investigacion mas
profunda para definir el efecto de TCZ en el metabolismo lipidico y en su
almacenamiento dentro de estas células.

Estudios previos han demostrado que los pacientes con AR presentan mayor

156-158
. El estatus

resistencia a la insulina en comparaciéon con controles sanos
inflamatorio propio de estos pacientes induce una alteracion sobre la sensibilidad
de esta hormona. Dentro de las interleuquinas implicadas, la IL-6 exhibe una
estrecha asociacion con la resistencia a la insulina **°. En un estudio realizado por

60 .z . RS . .
se analizé el efecto de la inhibicion de la de la interleuquina-6

Schultz et al., !
sobre la sensibilidad a la insulina y los niveles de lipoproteina A (LpA)
demostrandose que la inhibicion de esta interleuquina se relaciona con una
mejora de la resistencia a la insulina y con una disminucidn de LpA, que podria
reducir el riesgo cardiovascular en estos pacientes. En esta misma linea, en
nuestro trabajo se observé que la expresion de genes relacionados con la sefial de
insulina, como el IRS-1 y el IRS-2, se encontré elevada en los monocitos de
pacientes con AR tratados con este farmaco en comparacion con el estado basal.
Estos genes desempefian un papel regulador importante en la cascada de
sefializacion de la insulina. Diversos estudios han demostrado que la delecion
especifica de estos genes se relaciona con un fenotipo de resistencia a la insulina
161_163, por tanto el aumento de expresion de los mismos mediante tratamiento
con TCZ en pacientes con AR podria actuar como factor protector en el desarrollo
de enfermedad cardiovascular.

Las respuestas celulares observadas en monocitos, relacionadas con la
produccion de citoquinas y factores trombdticos, el metabolismo vy
almacenamiento lipidico y la sefial de la insulina, dependen de la activacion de vias

de sefializacion especificas. Se ha descrito previamente que algunas proteinas del
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tejido sinovial de los pacientes con AR, se encuentran anormalmente fosforiladas
por enzimas tirosina quinasas intracelulares, apoyando la importancia de estas

164 .
. Como hemos comentado anteriormente,

enzimas en la patogénesis de la AR
en la patogénesis de esta enfermedad se han visto implicadas diversas citoquinas
proinflamatorias (TNF-a e IL-6 entre otras) que son responsables de la alteracién
de las vias de sefializacion intracelular mencionadas; esta alteracién va a
desempefiar un papel critico tanto en la proliferacion celular como en la

. . s . 165-167
inflamacion propia de la enfermedad

. Las JAKs son un subgrupo de
proteinas cruciales en la iniciacion de estas vias y estan relacionadas con la
fosforilacion y activacién de las STAT, las cuales controlan la expresién de las
dianas nucleares en los genes e inducen la transcripcién de genes proinflamatorios
%8 por otro lado, existen 3 grandes subfamilias de MAPK: p38, extracellular signal-
regulated kinase (ERK) y c-Jun N-terminal kinase (JNK), que se encuentran
activadas en el tejido sinovial de pacientes con AR, demostrando que desempeifian
un papel importante en la inflamacién y el dafio tisular propio de esta
enfermedad. Recientemente, se ha puesto de manifiesto la participacion de la via
PI-3K/AKT/mTOR en la proliferacion de células inmunes y sinoviocitos, la
neoangiogénesis, la apoptosis y la alteracion de la inmunidad innata en AR 169,

El uso de un array para identificar un amplio espectro de moléculas de
sefializacidon celular constituye una valiosa herramienta para definir mejor los
mecanismos reguladores modulados a nivel celular por los efectos de farmacos
especificos. En este sentido, nuestro trabajo es el primero que describe un
descenso en la activacién de las principales vias de sefializacion asociadas con la
patogénesis de AR en monocitos tratados con TCZ: JAK/STAT (del inglés Janus
Kinase/Signal Transducers and Activators of Transcription), SAPK/MAPK (del inglés
stress-activated  protein  kinase/mitogen-activated  protein  kinase) y
PI3K/AKT/mTOR (del inglés Phosphatidylinositide-3-Kinase/AKT/mammalian
Target of Rapamycin).

Los neutrdfilos han sido reconocidos recientemente como células esenciales
en el desarrollo de la placa aterosclerdtica. Ademas, el papel de los neutréfilos en
la patogénesis de la AR ha sido puesto de manifiesto recientemente, ya que éstos
son mas susceptibles a experimentar NETosis espontanea . Los efectos de la IL-6
sobre las funciones de los neutrofilos siguen siendo poco conocidos a dia de hoy,
existiendo evidencia contradictoria a este respecto. Asi, se ha descrito que la IL-6
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puede retrasar, acelerar o no tener ningun efecto sobre la apoptosis de los

s 170-172
neutrofilos

. En nuestro trabajo, se ha mostrado la importancia de la funcién
de la IL-6 en la activacidon de los neutréfilos, aumentando los niveles de MPO y NE
dentro del neutréfilo e induciendo NETosis. Niveles plasmaticos elevados de IL-6
han sido descritos en la AR °°, por lo que contribuiria a la exacerbacion de la
NETosis espontanea presente en esta enfermedad. En el presente estudio, hemos
demostrado como TCZ regula la funcidn de los neutréfilos mediante una
disminucion en la generacidon de NETosis inducida por IL-6 o por PMA, decisivo en
el desarrollo de aterosclerosis. Estos datos sugieren que TCZ mejora el estado
general de los neutréfilos de modo que puedan ser menos propensos a
experimentar NETosis. En un estudio reciente se ha observado que el tratamiento
con TCZ reduce el numero total de neutrodfilos sin encontrar asociacion temporal
entre la reduccion en el recuento de estas células y el desarrollo de infecciones
graves en los pacientes tratados con TCZ 73,

Los LDGs son funcionalmente diferentes de los neutréfilos en la AR, con
capacidades de compensacion mejoradas ¥ aumento de supervivencia y una
disminucion de la sefializacion del TNF, que pueden contribuir a la patologia de la
enfermedad y a la respuesta al tratamiento *’*. Ademas, los LDGs muestran un
fenotipo activado, induciendo la citotoxicidad de las células endoteliales y
desempefiando por tanto un papel esencial en el desarrollo de enfermedad CV 17
Nuestros resultados muestran el efecto beneficioso de TCZ disminuyendo el
porcentaje de LDGs en pacientes con AR, lo cual podria reducir el dafio vascular
inducido por estos subtipos de neutrofilos.

Los neutrdfilos son el tipo celular mas abundante del liquido sinovial y tienen
un papel decisivo en el desarrollo de la inflamacién en el contexto de la AR;
nuestros resultados muestran que el bloqueo de la sefializacion del receptor de IL-
6 con TCZ podria ser un tratamiento util para evitar los efectos indeseados de la
activacion persistente de neutrdfilos.

Por otro lado, este es el primer trabajo que evalla el efecto directo de TCZ en
los monocitos y los neutréfilos de pacientes con AR. Ya que en nuestro estudio in
vivo los pacientes tomaban terapia combinada con FAMEs sinteticos y TCZ,
quisimos confirmar la especificidad de los efectos de esta terapia bioldgica sobre
cada tipo de célula y cada parametro analizado mediante la realizacién de estudios
in vitro donde monocitos y neutroéfilos aislados de pacientes AR con alta actividad

74



gue no estaban tomando este farmaco (ni ningun otro FAME bioldgico), fueron
tratados con TCZ, algo que debe considerarse un punto relevante para excluir el
efecto que podrian se atribuidos al resto de tratamientos que tomaban los
pacientes.

Nuestros datos generales sugieren que TCZ mejora el perfil
proaterotrombdtico en pacientes con AR mediante la regulacidén simultanea de la
dislipidemia, la DE y la actividad inflamatoria de monocitos y neutrofilos, a través
de mecanismos implicados en la modulacion del estrés oxidativo, NETosis y vias de

sefializacion intracelular.
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CONCLUSIONES

1. Lainhibicién de la sefial del receptor de IL-6 mediante TCZ es un tratamiento
efectivo para el control de la actividad de la enfermedad en pacientes con AR,
observandose un descenso en los parametros clinico-analiticos de actividad,
una reduccion de los niveles de FR y una modulacién del perfil lipidico tras 6
meses de tratamiento con este farmaco.

2. Nuestro estudio, realizado in vivo con pacientes AR e in vitro con células
endoteliales, apoya la eficacia de TCZ en el restablecimiento de la funcion
endotelial mediante el aumento del pico de flujo sanguineo y del area
hiperémica postoclusiva y la reduccién de moléculas de adhesién, de
mediadores inflamatorios y protrombdticos.

3. Este trabajo muestra la eficacia de TCZ en la reduccién del estrés oxidativo a
nivel celular, en los monocitos y neutréfilos de pacientes AR, observandose
una reduccion significativa de los niveles de perdxidos y peroxinitritos en
ambas células tras 6 meses de tratamiento con este farmaco.

4. El tratamiento con TCZ reduce la actividad proinflamatoria, procoagulante y
migratoria de los monocitos a través de la regulacidon de vias de sefializacién
intracelular.

5. TCZ previene la generacion de NETosis observada incrementada en pacientes
con AR, mecanismo estrechamente relacionado con aterosclerosis y

disfuncién endotelial.

En resumen, TCZ es un farmaco que mejora el perfil proaterotrombético en pacientes
con AR mediante la regulacion simultanea de la dislipidemia, la disfuncion endotelial y
la actividad inflamatoria de monocitos y neutrdfilos, a través de mecanismos
implicados en la modulacidon del estrés oxidativo, inflamacion, NETosis y vias de

sefializacion intracelular.
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endothelial dysfunction, NETosis, and inflammation

PATRICIA RUIZ-LIMON', RAFAELA ORTEGA', IVAN ARIAS DE LA ROSA,

MARIA DEL CARMEN ABALOS-AGUILERA, CARLOS PEREZ- SANCHEZ,

YOLANDA JIMENEZ- GOMEZ, ESTHER PERALBO-SANTAELLA, PILAR FONT,

DESIREE RUIZ-VILCHES, GUSTAVO FERRIN, EDUARDO COLLANTES-ESTEVEZ,

ALEJANDRO ESCUDERO-CONTRERAS, CHARY LOPEZ- PEDRERA?, and NURIA BARBARROJA?

CORDOBA, SPAIN

Tocilizumab (TCZ) is an effective treatment for rheumatoid arthritis (RA). However, the
changes that occurred after TCZ therapy on endothelial dysfunction, monocyte ac-
tivity, NETosis, and oxidative stress, the principal effectors of atherosclerosis and car-
diovascular disease, have not been analyzed yet. A total of 20 RA patients received
162 mg per week subcutaneous TCZ for 6 months. Endothelial function was measured
through postocclusive hyperemia using Laser Doppler. Oxidative stress markers in
monocytes and neutrophils were analyzed by flow cytometry. NETosis was measured
through SYTOX staining of DNA fibers and the expression of myeloperoxidase and
neutrophil elastase. Percentage of low-density granulocytes was analyzed through
flow cytometry. Gene expression and phosphorylation of intracellular pathways
was analyzed in monocytes. TCZ improved endothelial function and decreased
oxidative stress in RA leukocytes. Percentage of low-density granulocytes and NETo-
sis generation were reduced. The proinflammatory and prothrombotic status of RA
monocytes was also reversed through a modulation of specific intracellular path-
ways. All these results were recapitulated after in vitro treatment with TCZ of mono-
cytes and neutrophils purified from RA patients and cocultured with endothelial
cells. TCZ might reduce the proatherothrombotic profile in RA patients through the
restoration of the endothelial function, oxidative stress reduction, inhibition of mono-
cytes’ prothrombotic and inflammatory profile, and abridged NETosis generation.
(Translational Research 2017;183:87-103)

Abbreviations: ACR = American College of Rheumatology; ADRP = Adipophilin; AH = Hyper-
emic area; AKT1S1 = AKT1 substrate 1; Anti-TNFa = Antitumor Necrosis Factor alpha; AO = Oc-
clusion area; BBE = Bovine brain extract; BDMARDs = Biologic DMARDs; BZ = Biological zero;
CO2 = Carbon dioxide; CRP = C-reactive protein; Ct = Threshold cycle value; CVD = Cardio-
vascular disease; DAS28 = Disease activity score 28; DGAT = Diacylglycerolacyltransferase; EBM
= Endothelial Cell Basal medium; ED = Endothelial dysfunction; ESR = Erythrocyte sedimentation
rate; FITC = Fluorescein isothiocyanate; GSH = Infracellular glutathione; HAQ = Health assess-
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ment questionnaire; HDL = High-density lipoprotein; hEGF = Human epidermal growth factor;
HUVEC = Human umbilical vein endothelial cells; ICAM-1 = Intercellular adhesion molecule-
1, IL = Interleukin; IRS = Insulin receptor substrate; LDGs = Low-density granulocytes; LDL =
Low-denisity lipoprotein; MAb = Monoclonal antibody: MCP-1 = Monocyte chemoattractant
protein-1; MFI = Mean fluorescence intensity; mIL-6R = Membrane IL-6 receptor; MPO = Myelo-
peroxidase; NE = Neutrophil elastase; NETs = Neutrophil extracellular traps; NF = Normal flow;
NOS = Nitric oxide synthase; NOX = NADPH oxidase; NSAIDS = Nonsteroidal anti-
inflamsnmatory drugs; OD = Optical density; p-p38 = Phospho mitogen-activated protein kinase
14; PAD4 = Peptide arginine deiminase, type IV; PF = Peak flow; pGSK-38 = Phospho glycogen
synthase kinase 3 beta; pHSP27 = Phospho heat shock protein 27; PKB/AKT = Phospho protein
kinase B; PMBCs = Peripheral mononuclear blood cells; pmTOR = Phospho mechanistic target
of rapamycin; PORH = post-occlusive reactive hyperemia; pPRAS40 = Proline-rich Akt substrate;
PRKAA1/pAMPKa = Phospho protein kinase AMP-activated catalytic subunit alpha 1; pSTAT3 =
Phospho signal fransducer and activator of transcription 3; RA = Rheumatoid arthritis; RF =
Rheumatoid factor; SDMARDs = Synthetic DMARDs; sIL-6R = Soluble IL-6 receptor; TCZ = Tocilizu-
malb; TF =Tissue factor; TH1 = Time to half before hyperemia; TH2 = Time to half after hyperemia;
TLR =Toll-like receptor; TM = Time to max; TNFa = Tumor necrosis factor a; VAS = Visual analogue
scale; VCAM = Vascular cell adhesion molecule; VEGF = Vascular endothelial growth factor

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a complex onset autoim-
mune disease with many associated comorbidities,
including cardiovascular disease (CVD), which signifi-
cantly contributes to morbidity and mortality in these
patients causing the 39%—50% of deaths.' Atheroscle-
rosis at an early stage of the disease is considered a po-
tential preclinical manifestation. In fact, the risk of
CVD events, such as myocardial infarction, is increased
in the 2 years preceding the formal diagnosis of RA” and
once the disease is diagnosed, the risk of having carotid
plaques and CVD events increase with the progression
of the disorder.” The mechanisms responsible for the
development of premature atherosclerosis in RA are
not well understood, but traditional risk factors alone
are not fully accountable and a role for inflammation
has been suggested in this process. Thus, it is likely
that inflammatory mediators might be causal in the
accelerated atherosclerosis observed in this autoim-
mune disease, which is further secondary to endothelial
dysfunction (ED) and CVD."

Endothelial dysfunction (ED) is a vascular abnor-
mality frequently presented in RA patients contrib-
uting to plaque initiation and progression. It is
associated with carotid intima media thickness in
long-standing RA.” The phenotypic features of ED
comprise upregulated expression of cellular adhesion
molecules and compromised barrier function leading
to increased leukocyte diapedesis, increased
vascular smooth muscle tone—secondary to impaired
processing of vasodilator substances such as nitric
oxide and prostacyclin—and increased production of
vasoconstrictor substances including endothelin.’

A number of processes have been linked to the devel-
opment of ED and atherosclerosis in RA. Among them,
increased neutrophil extracellular traps (NETs) have
been proposed as a potential mechanism in the occur-

rence of CVD events. NETosis is a way of cell death,
different from necrosis and apoptosis, in which occurs
the dissolution of internal membranes, followed by the
decondensation of chromatin and the release of
NETs—networks of chromatin and granular contents
of neutrophils, including histones, antimicrobial pep-
tides, and oxidant-generating enzymes, such as neutro-
phil elastase (NE), myeloperoxidase (MPO), NADPH
oxidase, and nitric oxide synthase (NOS)—to the extra-
cellular space. The formation of NETs might induce ED
and vascular damage in RA patients through stimulation
of inflammatory responses, comprising the increased
expression of adhesion molecules, cytokines, and che-
mokines and thus leading to the development of prema-
ture atherosclerosis and CVD.*"

Oxidative stress is another process frequently altered
in RA, which also contributes to atherosclerosis. We
have previously described a pro-oxidative status and
an impairment of antioxidant capacity in RA patients
at both plasma and cellular levels covering mitochon-
drial depolarization, increased reactive oxygen species
and peroxynitrite levels, and lower levels of intracel-
lular glutathione (GSH) in neutrophils and monocytes
from RA patients. Moreover, we demonstrated a close
relationship between anti-CCP levels and inflammation,
so that they act as direct inductors of the pro-oxidative
status and the inflammatory and atherogenic profile of
lymphocytes, monocytes, and neutrophils in patients
with RA."”

Many different cell components can be considered as
key elements in the inflammatory and proatherothrom-
botic status of RA patients. Among them, macrophages
have been demonstrated to play an important role in the
pathogenesis of atherosclerosis. Various parameters of
circulating monocytes, including count, increased adhe-
sive properties, lipid metabolism alterations, phagocy-
tosis, and low-density lipoprotein (LDL) cholesterol,
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AT A GLANCE COMMENTARY
Ruiz-Limon P, et al.

Background

Inhibition of the interleukin-6 (IL-6) receptor
signaling by tocilizumab (TCZ) is an effective
treatment for rheumatoid arthritis (RA).

Translational Significance

e Inhibition of IL-6R signal reduces oxidative
stress in leukocytes of RA patients.

e TCZ markedly reduced the proinflammatory
and procoagulant properties and migratory ca-
pacity of RA monocytes through the downre-
gulation of the main signaling pathways
associated with RA pathogenesis: JAK/
STAT, SAPK/MAPK, and PI3K/AKT/mTOR.

e IL-6R inhibition reduced in vivo and in vitro
NETosis generated by neutrophils, a process
intimately associated with atherosclerosis and
endothelial dysfunction.

e We show evidence through in vivo and in vitro
studies (cocultures of monocytes from patients
with endothelial cells) of the efficacy of TCZ
improving the endothelial function and inhibit-
ing inflammation and cell adhesion in the
context of RA.

are associated with CVD.'"*"'* Moreover, monocytes/
macrophages are central players in inflammation and
have been found to be activated in RA through the
release of cytokines and massive infiltration in the
inflammatory sites such as synovial membranes.'”'°
Thus, the progressive generation of inflammatory
monocytes is an intrinsic element in the immune
response mediating RA,'” and this response provides
lipid deposits with effector cells that accelerate the
development of advanced atherosclerotic vascular dis-
ease. Therefore, treatments targeting monocytes-
macrophages might contribute to effectively prevent
cardiovascular events.

Although antitumor necrosis factor alfa (anti-
TNF«) therapy has significantly improved the
outlook for patients suffering from RA, a substantial
proportion of patients fail to respond to these thera-
pies which implies that treatment response is likely
to be multifactorial.'® Thus, new therapies are being
evaluated. Interleukin-6 (IL-6) is an upstream inflam-
matory cytokine that plays a central role in propa-
gating the downstream inflammatory response
inducing atherosclerosis as it is implicated in ED
and arterial stiffening contributing to accelerated
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atherosclerosis process in RA patients.'” Moreover,
it has a role in the differentiation of B lymphocytes
into autoantibody producing plasma cells, which
participate in the pathogenesis of RA through the for-
mation of immune complexes.”’ High levels of IL-6
may cause a Th1-Th17/T-reg cell imbalance during
RA, which is corrected on treatment with tocilizumab
(TCZ),ZI‘22 a recombinant humanized antihuman IL-6
receptor monoclonal antibody (mAb) that acts by
binding both soluble and membrane IL-6 receptors
(sIL-6R and mIL-6R), blocking the proinflammatory
effects of IL-6.”

A number of studies have delineated the effect of TCZ
on lymphocyte activation in RA patients. Yet, the
changes that occurred after anti-IL-6R therapy on
monocyte activity, NETosis, and oxidative stress, the
principal effectors of ED, atherosclerosis, and CVD in
this autoimmune condition, have not been analyzed.
We undertook this study to evaluate the molecular and
cellular mechanisms underlying the effects of TCZ on
the proatherothrombotic profile associated with RA,
focusing on the effects of this biological therapy on
ED and neutrophil and monocyte activities.

MATERIAL AND METHODS

This article conforms to the relevant ethical guide-
lines for human research.

RA patients. A total of 20 RA patients were included
in this study. The RA patients fulfilled at least 4 1987
American College of Rheumatology criteria and
achieved a total score of 6 or greater according to
2010 criteria.”* The patients were taking the following
treatments: corticosteroids  (62.5%), leflunomide
(30.0%), hydroxychloroquine (12.5%), NSAIDs
(75.0%), methotrexate (63.5%), and vitamin D
(18.0%). Patients having inadequate response or
intolerance to conventional DMARDs were given
subcutaneous TCZ (162 mg per week) for 6 months.
The treatment of those patients with synthetic
DMARDs, NSAIDs, or/and corticoids had been stable
for at least 2 months before TCZ administration and
was not modified during TCZ treatment.

All patients were tested for the presence of anti-CCPs
and rheumatoid factor (RF). Disease activity score 28
(DAS28) index was determined following the guide-
lines of the American College of Rheumatology indica-
tions. Moderate to high activity was defined as
DAS28 = 3.2.% All the patients filled the health assess-
ment questionnaire and the visual analogue scale (VAS)
to assess the pain. Changes from baseline in DAS28,
VAS, health assessment questionnaire, erythrocyte sedi-
mentation rate and C-reactive protein levels, and tender
and swollen joints were analyzed.
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All participants enrolled were Caucasian, recruited at
the Department of Rheumatology, and gave their writ-
ten informed consent approved by the Ethical Commit-
tee of the Reina Sofia Hospital (Cordoba, Spain).

Endothelial function: Laser Doppler linear Periflux
5010. The study of microvascular function was per-

formed by laser doppler flowmetry, analyzing the
response to reactive hyperemia, so as the increase in
blood flow occurred after temporary occlusion of blood
flow, using a skin probe attached to the inner forearm.
Postocclusive reactive hyperemia test consisted of 2 mi-
nutes of baseline followed by a 4-minute occlusion
period. The cuff was then released and the
postocclusive reactive hyperemia response was
analyzed for 3 minutes.

Several parameters were obtained: normal flow (NF),
perfusion when occluded (BZ), occlusion area (OA),
time to half before hyperemia, highest perfusion value
after occlusion was released (PF), time to half after hy-
peremia, and hyperemic area (HA).

White blood cells isolation. Neutrophils were isolated
from patients by density centrifugation over Dextran-
Ficoll Hypaque, which allowed cells to keep a
nonactivated state. Thereafter, the separation of
monocytes and lymphocytes from the mononuclear
layer was performed by the immunomagnetic
depletion of nonmonocytes using a commercially
available kit (Monocyte isolation kit II, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Purity of the
fractions was evaluated via flow cytometry
(FACScalibur cytometer) by analyzing the size and
complexity of each population (forward and side
scatters). The purity of monocytes was further
evaluated with fluorescein isothiocyanate (FITC)—
conjugated anti-CD14 antibody by flow cytometry. By
this method, 95.2 = 4.3 viable monocytes were
obtained.

In vitro studies. Monocytes and neutrophils purified
from 5 RA patients at baseline (not taking TCZ) were
cultured separately in RPMI 1640 containing 10% FBS,
2 mM l-glutamine, 100 U ml™~ 'penicillin, 100 mg m1~"
streptomycin, and 250 pgml” 'fungizone (Bio-
Whittaker/MA Bioproducts, Walkersville, Md) at 37°C
in a humidified 5% carbon dioxide (CO,) atmosphere.

For mRNA and protein expression analyses, RA
monocytes (I X 10° cells ml™") were pretreated with
FCRII blocking (Miltenyi Biotec) for 15 minutes.
Then, cells were washed with 1 mL of PBS and centri-
fuged at 300 g for 10 minutes. Thereafter, cells were
seeded and incubated with IL-6 (10 ngmlfl) for 9 hours
and then incubated in the presence or in the absence of
TCZ (20 ug ml™") for 9 hours. RA neutrophils
(1 X 10° cells ml 1) were pretreated with FCRII block-
ing as described above. Then, cells were seeded and
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incubated with IL-6 (10 ngml ") for 3 hours and there-
after incubated in the presence or in the absence of TCZ
(20 ug ml™") for 3 hours at 37°C in a humidified 5%
(CO,) atmosphere.

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)
were cultured in Endothelial Cell Basal medium
(EBM; Lonza, Walkersville, Md) with 10% FBS, 0.1%
human epidermal growth factor (hEGF), 0.1% hydrocor-
tisone, 0.1% gentamicin, amphotericin-B (GA-1000),
0.4% bovine brain extract, 100 U ml ! penicillin,
100 mg ml~" streptomycin, and 250 pgml~ 'fungizone
(BioWhittaker/MA Bioproducts, Walkersville, Md) at
37°C in a humidified 5% CO, atmosphere.

For in vitro studies, HUVECs were seeded into 6-well
plates (410’ cells per well) in 1.5 ml of complete me-
dium. After 24 hours, cells were pretreated for 15 mi-
nutes with FCRII blocking Reagent (Miltenyi Biotec),
and subsequently incubated with IL-6 (10 ngml ") for
9 hours and thereafter incubated in the presence or in
the absence of TCZ (20 ug ml™") for 9 hours. The
cultured cells were harvested for total RNA isolation
and applied to RT-PCR studies.

Coculfures of RA monocytes-HUVEC. HUVECs were
cultured as described above. Monocytes isolated from
5 RA patients at baseline (no taking TCZ) were pre-
treated with FCRII blocking reagent for 15 minutes.
Then, monocytes were washed with 1-2 mL of PBS,
centrifuged at 300 g for 10 minutes, and seeded into
transwell inserts (Corning Transwell polycarbonate
membrane cell culture inserts, Sigma-Aldrich, Mo)
(1 X 10° cells per transwell) in EBM Endothelial Cell
Basal medium, and added into multiple plate wells pre-
loaded with HUVEC. Thus, HUVEC and monocytes
shared the same culture medium but were physically
separated. Coculture was incubated with IL-6 (10
ngml 1) alone or combined with TCZ (20 ug mlfl) as
described previously. The cocultured cells (RA mono-
cytes and HUVEC) were harvested separately for total
RNA isolation and applied to subsequent RT-PCR.

RNA isolation and quantitative real-time reverse
transcriptase PCR. Total RNA from monocytes, neutro-
phils, and endothelial cells was extracted using TRI Re-
agent (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) following the
manufacturer’s recommendations. The integrity of
RNA was verified by optical density (OD) absorption ra-
tio OD260/0D280 between 1.8 and 2.0.

For first-strand cDNA synthesis, 1 ug of total RNA
was reverse transcribed using random hexamers as
primers and transcriptor reverse transcriptase (Qiagen,
Madrid, Spain). Gene expression was assessed by
real-time PCR using a LightCycler Thermal Cycler Sys-
tem (Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind). The reac-
tion was performed, following the manufacturer’s
protocol, in a final volume of 12 uL.
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The reactions consisted of an initial denaturing of
10 minutes at 95°C, then 40 cycles of 15-second dena-
turing phase at 95°C, and 1-minute annealing and exten-
sion phase at 60°C. A threshold cycle (Ct value) was
obtained for each amplification curve and a ACt value
was first calculated by subtracting the Ct value for hu-
man  glyceraldehyde-3-phosphate ~ dehydrogenase
cDNA from the Ct value for each sample and transcript.
Fold changes compared with the endogenous control
were then determined by calculating 2-ACt. Samples
were analyzed in triplicate and negative controls were
included in all the reactions. Test reproducibility for
all investigated transcripts was less than 0.5% in intert-
est experiments and even lower in intratest experiments.

Genes related to inflammation (tissue factor [TF],
monocyte chemoattractant protein-1 [MCP-1], IL-8,
TNFe, IL-1B, and IL-6), lipid metabolism and storage
(toll-like receptor [TLR] 2, TLR4, diacylglycerolacyl-
transferase [DGAT], adipophilin [PLIN2], insulin
signaling [IRS-1 and IRS-2]), and cell adhesion (inter-
cellular adhesion molecule-1 [ICAM], vascular cell
adhesion molecule [VCAM], and vascular endothelial
growth factor [VEGF]) were evaluated.

Determination of oxidative stress biomarkers in white
blood cells. Oxidative stress biomarkers were analyzed

in monocytes and neutrophils using a dual-laser
FACSCalibur (Becton Dickinson). Test standardization
and data acquisition analysis were performed using the
CellQuest software (Becton Dickinson). For ROS
generation assessment, including superoxide anion and
hydrogen peroxide, cells were incubated with 20.5-uM
DCFHDA (Sigma-Aldrich) at 37°C for 30 minutes in
the dark and 5-uM dihydrorhodamine (DHRH) 123 at
37°C for 30 minutes (Sigma-Aldrich). The cells were
washed, resuspended in PBS, and then analyzed on a
dual-laser FACSCalibur. As internal control, the
fluorescence of unstained cells was used. To test the
positivity of the RA population, monocytes and
neutrophils isolated from healthy donors were used.

NETs induction and quantification. Isolated neutrophils
from RA patients at baseline and after 6 months of TCZ
treatment were seeded in 24-well plates on poly-L-
lysine-coated glass coverslips (BD Biosciences, San
Jose, Calif) in tissue-culture wells and allowed to settle
for 1 hour at 37°C under 5% CO,. Then, cells were
treated with or without phorphol-12-myristate-13-acetate
(PMA, the most potent agent to induce NET formation)
(600 nM) (Sigma-Aldrich) for 2 hours. Neutrophils
purified from 5 RA patients with moderate-high DAS28,
and not taking any biologic treatment, were treated
in vitro with FCRII blocking (Miltenyi Biotec) for
15 minutes. Then, cells were washed with 1 mL of PBS
and centrifuged at 300 g for 10 minutes. Thereafter, cells
were seeded in the same way as described above and
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pretreated with or without TCZ (20 ug ml™ ") for
30 minutes and then incubated with I1L-6 (100 ngmlfl)
during 15 hours or PMA (600 nM) for 2 hours. After
different treatments, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde and rinsed 3 times with PBS. DNA
was stained with 5 mM SYTOX orange dye (Life
technologies, Netherlands) and NETs were visualized
using a Nikon Eclipse-Ti-S fluorescence microscope,
(NIS-Elements imaging software). A total of 5 images
selected randomly from different regions of each
coverslip per case were taken with a 20X objective.
NETs were manually identified on digitalized images as
SYTOX-positive structures emanating from cells with
overall length greater than 2X cell diameter from cells
untreated”*”” and were counted for at least 3 fields using
ImageJ software (NIH, Bethesda, Md). Results were
expressed as percentage of NETs (NETs formation).

Detection of cell-free nucleosomes. Nucleosomes were
measured by using the Human Cell Death Detection ELI-
SAPLUS (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)
following the manufacturer’s recommendations. Mono-
clonal antibodies against DNA (double and single strand)
and histones (H1, H2A, H2B, H3, and H4) were used to
detect mono- and oligonucleosomes in serum from RA
patients. Quantification of nucleosomes was performed
by photometrical determination of the absorbance at
405 nm using as reference wavelength 492 nm.

Identification of low-density granulocytes
(LDGs). Peripheral mononuclear blood cells (PMBCs)

(5 X 10%) were incubated with PE anti-human CD14
and FITC anti-human CD15 (BioLegend) for 30 minutes
at 4°C in the dark. PE and FITC IgG isotypes from the
same company were used as negative controls. Cells
were washed, resuspended on 500 uL. of PBS and ac-
quired on the flow cytometer FACSCalibur.

Neutrophil elastase (NE) and myeloperoxidase (MPO)
protein expression. Whole peripheral blood (100 uL)

was incubated with 1 mL of lysis buffer (BD Pharm
Lyse Lysing Buffer) for 10 minutes at room temperature
in the dark. After centrifugation at 1800 rpm for 5 mi-
nutes at 4°C, cells were fixed and permeabilized with
250 pL of buffer (BDCytofix/CytopermFixation/Per-
meabilization solution Kit with BD GolgiPlug) for
20 minutes at 4°C. Then, cells were incubated either
with FITC anti-human MPO (BD Biosciences) or with
anti-human NE primary antibody (RbmAb) (Abcam,
Cambridge, UK). Then, for NE analysis, Alexa Fluor
conjugated secondary antibody (Abcam) was added
for 30 minutes at 4°C. IgG isotypes were used as
negative controls. Cells were washed and acquired on
the flow cytometer FACSCalibur.

PathScan intracellular signaling protein array. 10 ug of
total protein in 75 uL. were subjected to PathScan intra-
cellular signaling array following the manufacture’s
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Table I. Clinical details of the rheumatoid arthritis patients at baseline and after TCZ treatment
RA patients
Parameters Baseline TCZ Pvalue

Clinical parameters

Female/Male (n/n) 16/4

Age (years) 47.8 = 2.30

Duration of the disease (years) 7.6+ 176

RF levels 90.84 £ 25.22 54,22 + 13.99 0.041

Anti-CCPs levels 761.09 = 240.19 762.54 = 251.44 0.991

Obesity (%) 6.10%

Diabetes (%) 1%

Hypertension (%) 2%

Menopause (%) 50%

Smoker (%) 25.0%
Joint damage

Swollen joints (n) 6.14 = 1.01 0.71 = 0.47 0.001

Tender joints (n) 19.00 *+ 4.58 8.00 + 2.93 0.045

DAS28 4.25 *+0.18 2.90 £0.42 0.021

VAS 715+ 3.94 48.33 = 3.34 0.001

HAQ 1.54 = 0.31 1.04 = 0.33 0.046
Lipid profile

Total Cholesterol, mg di™" 180.00 = 9.33 201.20 = 7.39 0.070

HDL-Cholesterol, mg di ™" 45.60 * 2.51 56.10 £ 2.42 0.001

LDL-Cholesterol, mg di ™" 115.30 *= 8.83 124.30 = 9.30 0.319

Triglycerides, mg dl ™" 94.00 = 8.70 102.6 = 9.57 0.273

Apolipoprotein A1 130.80 = 5.68 1561.90 £ 7.31 0.042

Apolipoprotein B 73.60 *+ 4.44 79.90 + 6.14 0.264

ApoB/ApoA1 ratio 0.57 += 0.051 0.52 = 0.035 0.267
Inflammatory parameters

ESR, mmh™' 25.40 £ 6.09 4.22 +0.70 0.014

CRP, mgdi™' 13.29 + 6.08 0.46 = 0.18 0.045
Treatments

Corticosteroids 62.5% 62.5%

Hydroxychloroquine 12.5% 12.5%

NSAIDS 75.0% 75.0%

Methotrexate 63.5% 63.5%

Leflunomide 30.0% 30.0%

Vitamin D 18.0% 18.0%

Abbreviations: HDL, high density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; DAS, disease activity score; anti-CCPs, anticyclic citrullinated proteins;
ESR, erythrocyte sedimentation rate; CRP, C-reactive protein; NSAIDS, nonsteroideal anti-inflammatory drugs; RF, rheumatoid factor.

recommendations (Cell Signaling Technology, Mass).
The phosphorylation levels of ERK1/2, STAT1, STATS3,
AKT, AMPKa, S6 ribosomal protein, mTOR, HSP27,
Bad, P70 S6 Kinase, PRAS40, p53, p38, SAPK/INK,
and GSK-3b and the cleavage of Caspase-3 and PARP
were analyzed on monocytes isolated from RA patients
at baseline and after 6 months of treatment with TCZ.

Plasma levels of cellular adhesion molecules. E-
selectin and VCAM-1 levels were analyzed in plasma
from RA patients before and after TCZ therapy using
ProcartaPlex multiplex immunoassay, following the
manufacturer’s recommendations (Affymetrix
eBioscience, Vienna, Austria).

Statistical analysis. All data are expressed as
mean * SD. Statistical analyses were performed using
the statistical software package SPSS (version 17.0 for

Windows; SPSS Iberica, Madrid, Spain). Following
normality and equality of variance tests, comparisons
were made by a parametric test (paired Student’s t
test) or alternatively by using a nonparametric test
(Mann-Whitney rank sum test). Differences were
considered significant at P < 0.05.

RESULTS

TCZ improved the disease activity, clinical parameters,
and ED in RA patients. Treatment of RA patients with

TCZ (162 mg per week) for 6 months significantly
reduced the number of both the swollen and tender
joints. Moreover, there was a global improvement of
the disease evidenced by a decrease in the VAS and a
reduction in DAS28 from high disease activity to low-
moderate disease activity: mean DAS28 changes
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A Before TCZ After TCZ p value
PF 7123 £6.06 87.17 £10.10* 0.010
AH 2314.03 £300.73 3846.54 £ 57564 0.041
BZ-PF 1098.23 = 109.65 1324 .37 =167.19 0.360
TH1 239+085 148037 0.390
TH2 48.44 £ 980 4211 £3.80 0.430
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Fig 1. (A) Microvascular function was measured by Laser Doppler linear PeriFlux 5010 and was performed at
baseline and after 6 months of tocilizumab (TCZ) treatment. Normal flow (NF), perfusion when occluded
(BZ), occlusion area (AO), time to half before hyperemia (TH1), highest perfusion value after occlusion is released
(PF), time to half after hyperemia (TH2), hyperemic area (AH), time to max (TM), time to recovery, time to la-
tency. (B) E-selectin and vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) levels were analyzed in plasma from rheu-
matoid arthritis (RA) patients before and after TCZ therapy by ProcartaPlex Multiplex immunoassay. Data are
presented as mean * SD (std deviation), n = 20 patients. (*) indicates significant differences vs before TCZ

(P < 0.05).

(=SDs) were 1.35 = 0.78 in TCZ-treated patients
(Table I). Autoimmunity was further modulated by
treatment in vivo with TCZ. Thus, a significant
reduction of RF levels was observed. However, no

effect was detected on the levels of anti-CCP
antibodies.  Regarding  inflammatory  clinical
parameters, RA patients displayed significantly

reduced levels of erythrocyte sedimentation rate and

C-reactive protein after therapy. TCZ also modulated
the lipid profile in plasma, increasing the HDL-
cholesterol and ApoAl levels (Table I).

Endothelial function (measured by Laser Doppler
measurement of post ischemic reactive hyperemia)
improved notably, as shown by the augmentation of
the highest perfusion value after occlusion was released
(peak flow, PF) and by the increase of hyperemic area
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Fig 2. (A) Peroxides production in monocytes and neutrophils of rheumatoid arthritis (RA) patients at baseline
and after 6 months of tocilizumab (TCZ) treatment were determined by addition of the fluorescent probe
DCFHDA to the isolated cells and flow cytometry analysis. (B) Peroxides and peroxynitrites production in mono-
cytes and neutrophils of RA patients before and after TCZ treatment were determined by the fluorescent probe
DHRH-123 and flow cytometry analysis. Representative histograms with the mean fluorescence intensity of
DCFHDA and DHRH in a healthy donor (full histogram), an RA patient before TCZ treatment (black unfilled his-
togram), and the same patient after TCZ therapy (gray unfilled histogram) (upper panel). Bar graphs show the
mean = SD of mean fluorescence intensity (MFI), n = 20 patients. (*) indicates significant differences vs before
TCZ (P < 0.05).

(HA) (Fig 1, A). In parallel, changes in plasma levels of significantly reduced by treatment with TCZ, thus sup-
parameters closely related to ED (cellular adhesion porting the improvement of the vascular function in
molecules such as E-selectin and VCAM-1) were found these patients (Fig 1, B).
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Fig 3. (A) Representative dot plots of low-density granulocytes from rheumatoid arthritis (RA) patients before
and after tocilizumab (TCZ) treatment. (B) Intracellular MPO and NE protein expressions were measured in neu-
trophils from RA patients at baseline and after 6 months of TCZ treatment by flow cytometry. Bar graphs show the
mean *= SD of median fluorescence intensity (MFI). (C) Concentration of cell-free nucleosomes in serum by
ELISA. (D) Representative images of neutrophil extracellular traps (NETs) from RA patients before and after
TCZ treatment. NETosis was induced by phorphol-12-myristate-13-acetate (PMA) (600 nM) for 2 hours. DNA
was stained with SYTOX orange dye and NETs were visualized by using a Nikon Eclipse-Ti-S fluorescence mi-
croscope 20X objective. Five images selected randomly from different regions of each coverslip per case were
taken with a 20X objective. NETs were manually identified on digitalized images as SYTOX-positive structures
emanating from cells with overall length greater than 2 X cell diameter from cells without PMA. Arrowheads show
the NET structures. NETs formation represents the average percentage of NETSs structures from the 5 images taken
in each condition. Bar graphs show the mean = SD, n = 20 patients (*) indicates significant differences vs before
TCZ (P < 0.05).
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Fig 4. (A) Quantitative RT-PCR was performed on a panel of genes related to inflammation (MCP-1, IL-8, IL-6
TLR2 and TLR4), procoagulant activity (TF), lipid metabolism and storage (DGAT-1 and PLIN2), and insulin
signal (IRS-1 and IRS-2) in rheumatoid arthritis (RA) monocytes at baseline and after 6 months of tocilizumab
(TCZ) treatment. (B) Two representative panels of phosphorylation status of kinases using a PathScan intracellular
signaling array in RA monocytes. (C) Quantification of volume intensity X area (mm?). Data are presented as
mean * SD, n = 20 patients. (*) indicates significant differences vs before TCZ (P < 0.05). TF, tissue factor;
MCP-1, monocyte chemotactic protein; IL, interleukin; IRS, insulin signal; TLR, toll-like receptor; DGAT-1, di-
acylglycerolacyltransferase; PLIN2, adipophilin or ADRP; pSTAT3, phospho signal transducer and activator of
transcription 3; pAKT, phospho protein kinase B or PKB; pAMPKe, phospho protein kinase AMP-activated cat-
alytic subunit alpha 1 or PRKAA1; pmTOR, phospho mechanistic target of rapamycin; pHSP27, phospho heat
shock protein 27; pPRAS40, AKT1 substrate 1 or AKT1S1; p-p38, phospho mitogen-activated protein kinase
14; pGSK-38, phospho glycogen synthase kinase 3 beta.

TCZ reduced oxidative stress in leukocytes from RA
patients. We have recently reported an increased oxida-

tive status in leukocytes from RA patients, directly
related to both the titers of anti-CCPs, and the
expression of a number of inflammatory parameters,
thus contributing to atherosclerosis.'” Accordingly,
peroxides and  peroxynitrites levels were
downregulated in vivo in monocytes and neutrophils
from RA patients after 6 months of treatment with
TCZ, showing a significant reduction in the mean
fluorescence intensity of DHRH and DCFHDA in flow
cytometry analyses (Fig 2, A and B).

TCZ therapy in RA patients downregulated the

percentage of low-density granulocytes and decreased
NETosis. A new subset of low-density granulocytes

(LDGs) have been identified in the peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) fraction of patients with
various autoimmune diseases. These cells show a
phenotypic profile based on CD147%™ and CD15&"
expression, and are more prone to experience
NETosis.” In the present study, a significant reduction
in the percentage of LDGs in RA patients treated with
TCZ was noticed (Fig 3, A).

Previous studies have shown that RA patients exhibit
increased spontaneous NETs generation, associated
with enhanced NE and MPO expression. In our hands,
NE and MPO (main enzymes leading the initiation of
NETosis) were found reduced in neutrophils from RA
patients treated with TCZ (Fig 3, B).
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In addition, neutrophils from RA patients treated with
TCZ for 6 months displayed a reduced generation of
NETSs, so that the area of DNA fibers stained with SY-
TOX was significantly reduced by the effect of TCZ
in RA neutrophils treated with PMA (Fig 3, D).

Moreover, supporting the reduction of NETosis gen-
eration by TCZ observed at cellular level, a decreased
release of cell-free nucleosomes was detected in serum
from RA patients after TCZ therapy (Fig 3, C).

In vivo treatment with TCZ reduced the procoagulant
and inflammatory states and modulated insulin signaling
in monocytes. Gene expression of molecules involved

in inflammation (MCP-1, TLR4, and TLR2), procoagu-
lant activity (TF), and migration (IL-8) was reduced in
RA monocytes treated with TCZ (Fig 4, A). In
contrast, in vivo inhibition of IL-6R signaling by TCZ
increased the mRNA expression of IL-6 in monocytes
from RA patients. The expression of genes related to
insulin signaling, such as IRS-1 and IRS-2, was also
found increased in monocytes from RA patients
taking TCZ compared with baseline state. Molecules
involved in lipid droplets formation (DGAT and
PLIN2) were also found significantly reduced at
mRNA level in monocytes from RA patients after
6 months of TCZ treatment (Fig 4, A).

TCZ modified the activation of several intracellular
kinases on monocytes from RA patients. Dysfunctional
intracellular signaling pathways play a critical role in
RA, which might account for the immune-mediated
chronic inflammation present in those autoimmune
patients.”” Using a protein array, we analyzed the
changes promoted by TCZ treatment on the activation
of 18 intracellular kinases in monocytes from RA
patients. As expected, inhibition of IL-6R signaling by
TCZ markedly reduced the phosphorylation of STAT3,
a kinase directly activated by the binding of IL-6 to its
receptor (Fig 4, B and C). Of note, the phosphorylation
of 7 more protein kinases was found significantly
downregulated by TCZ on RA monocytes, including
AKT, AMPKa, S6 Ribosomal protein, p38, HSP27,
PRAS40, and GSK3-b (Fig 4, B and C).

In vitro treatment of purified RA neutrophils and
monocytes with TCZ reduced NETosis generation and
improved the inflammatory and thrombotic profile of
monocytes. To evaluate the specificity of the effect of

TCZ, we conducted in vitro studies on monocytes and
neutrophils.

In neutrophils isolated from RA patients, the pretreat-
ment with IL-6 for 6 hours promoted a significant in-
crease in NE and MPO intracellular levels that was
prevented by addition of TCZ (Fig 5, A and B).

We further analyzed whether TCZ could diminish
NETosis induced in vitro. The treatment of RA neutro-
phils with IL-6 or PMA induced an increase of NETosis
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formation. The combination of TCZ plus IL-6 or PMA
generated significantly less extrusion of DNA fibers in
neutrophils compared with the treatment with IL-6
and PMA alone, suggesting that TCZ might prevent NE-
Tosis in RA patients (Fig 5, C).

In vitro treatment of monocytes isolated from RA pa-
tients with TCZ reduced their inflammatory and pro-
thrombotic profile demonstrated by the decrease in the
high expression of TLR2, TNF-a, IL-183, IL-8, MCP-
1, VEGF, VCAM, and ICAM observed in nontreated
monocytes or induced by IL-6 (Fig 6, A).

TCZ significantly reduced the IL-6-induced expression of
both adhesion molecules and inflammatory mediators in

endothelial cells alone or cocultured with monocytes
purified from RA patients. To mimic the in vivo effects

of TCZ on the vessel wall, cultured HUVECs were
treated with IL-6, either alone or in combination with
TCZ. A significant increase in the mRNA expression
of TLR2, IL-8, MCP-1, VEGF, and VCAM was
noticed in HUVECs after treatment with IL-6 for
18 hours. Those high levels were downregulated by
addition of TCZ, suggesting that IL-6R blockade
might have a beneficial effect on the endothelial
function (Fig 6, B).

On the other hand, by performing cocultures, we
analyzed the interaction between endothelial cells and
monocytes in the setting of RA. Coculture of RA mono-
cytes with HUVECs increased the mRNA expression of
TLR2, TNF-«, IL-18, IL-8, TF, MCP-1, ICAM,
VCAM, and VEGF on endothelial cells. Moreover,
these genes were significantly upregulated after the
addition of IL-6 to the coculture medium (HUVECs
with RA monocytes). Once more, TCZ significantly
reduced the IL-6-induced expression of both adhesion
molecules and inflammatory and prothrombotic media-
tors on endothelial cells cocultured with RA-purified
monocytes (Fig 6, C), thus underlying the relevant
role of this IL-6R-inhibitor on both, the improvement
of endothelial function, and the decline of the
monocytes-mediated proinflammatory profile associ-
ated to that autoimmune disorder.

DISCUSSION

The present study describes for the first time how
TCZ might ameliorate the proatherotrombotic profile
in RA, exploring the molecular changes related to
inflammation, procoagulant properties and intracellular
signaling in RA monocytes, the prevention of NETosis,
and ED.

Recently published data showed that combination
therapy with biologic DMARDs (bDMARDs) and syn-
thetic DMARDs (sDMARDs) represents the best thera-
peutic option for the treatment of RA, since it can slow
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Fig 5. (A and B) Intracellular neutrophil elastase (NE) and myeloperoxidase (MPO) protein expression was
measured in neutrophils isolated from 5 RA patients at baseline (not taking TCZ), nontreated, and treated in vitro
with IL-6 (10 ng/mL), TCZ (20 pg/mL) or IL-6 plus TCZ using flow cytometry. Bar graphs show the
mean = SD of median fluorescence intensity (MFI) of 5 independent experiments. (a) indicates significant differ-
ences vs nontreated; (b) vs treated with IL-6 (P < 0.05). (C) Representative images of neutrophil extracellular traps
(NETs) of neutrophils isolated from 5 RA patients at baseline (not taking TCZ), nontreated, and treated in vitro with
IL-6 (100 ng/mL), TCZ, or IL-6 plus TCZ (20 ug/mL) for 15 hours and also treated with phorphol-12-myristate-13-
acetate (PMA) (600 nM) alone or combined with TCZ (20 ug/mL) for 2 hours. DNA was stained with SYTOX orange
dye and NETSs were visualized by using a Nikon Eclipse-Ti-S fluorescence microscope 20X objective. Five images
selected randomly from different regions of each coverslip per case were taken with a 20X objective. NETs were
manually identified on digitalized images as SYTOX-positive structures emanating from cells with overall length
greater than 2X cell diameter from untreated cells. Arrowheads show the NET structures. NETs formation represents
the average percentage of NETs structures from the 5 images taken in each condition. Bar graphs show the
mean = SD of percentage of NETs of 5 independent experiments, n = 5 different patients. (a) indicates significant
differences vs nontreated; (b) vs treated with IL-6; (¢) vs treated with PMA (P < 0.05).
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the progression of the disabling structural damage.” In
our cohort of patients, the combination of a bDMARD,
TCZ, with sDMARDs (methotrexate, leflunomide, and
hydroxychloroquine) globally improved the activity of
the disease, with a DAS28 remission, evidenced by a
decrease in the number of both tender and swollen

joints, clinical inflammatory parameters, and the assess-
ment of the pain (VAS) after 6 months of treatment.
Regarding autoimmunity, 6 months of treatment with
TCZ induced a dramatic change in RF levels with no ef-
fect in anti-CCPs levels. A recent study by lannone et al,
which evaluated the effect of several bDMARDs on the
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Fig 6. (A) Quantitative RT-PCR was performed on a panel of genes on monocytes purified from 5 RA patients at
baseline (not taking TCZ), nontreated, and treated in vitro with IL-6 (10 ng/mL), TCZ, or IL-6 plus TCZ (20 ug/
mL) for 18 hours. Bar graphs show the mean = SD of 5 independent experiments, n = 5 different patients. (a)
indicates significant differences vs nontreated monocytes; (b) vs monocytes treated with IL-6; (P < 0.05). (B)
Quantitative RT-PCR was performed on a panel of genes on HUVEC cells treated with IL-6 (10 ng/mL) alone
or in combination with TCZ (20 ug/mL). Bar graphs show the mean * SD of 3 independent experiments. (a) in-
dicates significant differences vs nontreated; (b) vs treated with IL-6 (P < 0.05). (C) Quantitative RT-PCR chain
reaction was performed on a panel of genes on HUVEC cells cultured alone or cocultured with RA monocytes and
treated with or without IL-6 (10 ng/mL) alone or in combination with TCZ (20 ug/mL). Bar graphs show the
mean = SD of 3 independent experiments. (a) indicates significant differences vs HUVEC cells cultured alone
and nontreated; (b) vs cocultured with RA monocytes; (c) vs cocultured with RA monocytes treated with IL-6
(P < 0.05). TLR, toll-like receptor; TNFe, tumor necrosis factor «; IL, interleukin; TF, tissue factor; MCP-1,
monocyte chemotactic protein; VEGF, vascular endothelial growth factor; ICAM, intercellular adhesion

molecule-1; VCAM, vascular cell adhesion molecule.

levels of RF and anti-CCPs, showed that 12 months of
treatment with TCZ significantly reduced both RF and
anti-CCPs serum levels in RA patients.”” Thus, longer
treatment with TCZ might be necessary to reduce the
levels of anti-CCPs.

Recently, several studies evaluated the changes in the
lipid profile associated with cardiovascular risk in pa-
tients with RA after TCZ therapy. In phase II and III tri-
als, moderate alterations of LDLc, HDLc, and
triglycerides were described. Thus, comparing with
naive-biologic therapy and others bDMARD:s (including
adalimumab, rituximab, and tofacitinib), TCZ greatly
increased the levels of HDLc, noticed after the first
6 weeks of treatment, which was translated into high
levels of total cholesterol.’’** Some of these studies
further reported an increase in LDLc and triglycerides.
In our cohort of patients, there was a significant

increase in fasting HDLc levels after 6 months of TCZ
treatment; however, this was not related to a significant
augmentation of the total cholesterol levels, which
might be due to the unchanged levels of triglycerides
and LDLc. Accordingly, ApoAl levels were
significantly augmented by treatment with TCZ.

The effect of TCZ on ED has been minimally
explored. Protogerou et al., studied the flow-mediated
dilatation and aortic stiffness in 16 patients treated
with TCZ for 3 and 6 months. They reported an
improvement of ED showed by a decrease in carotid
to femoral pulse wave velocity and an augmentation
of flow-mediated dilatation.'” In addition, comparison
of TCZ monotherapy with other bDMARD:s (etanercept
and adalimumab) showed that all these bDMARDs
decreased the arterial stiffness to a similar extent after
6 months of treatment.” In accordance, our study shows
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a significant improvement of the microvascular func-
tion, with an increase in the peak flow after postocclu-
sive reactive hyperemia. Of notice, we give new
evidence about the efficacy of TCZ reducing ED in
combined therapy with sDMARDs. Moreover, levels
of CAMs, such as VCAM and e-Selectin were dimin-
ished in plasma of RA patients after treatment with
TCZ. Elevated levels of these molecules have been
shown to be associated with an increased risk for
CVD. Thus, these results evidence the positive effects
of TCZ on ED, which might be considered in the pre-
vention of cardiovascular events. In agreement, a recent
study showed a decrease in serum VEGF levels after
6 months of TCZ monotherapy.”® Our results were
further supported by in vitro studies on which treatment
of ECs with TCZ prevented the induced expression of
TLR2, IL-8, MCP-1, VEGF, ICAM, and VCAM by
IL-6. Moreover, we could demonstrate that addition of
TCZ to the coculture of RA monocytes with ECs plus
IL-6 reduced the inflammatory profile (represented by
a reduction of TNFa, IL183, IL-8, MCP-1, and TLR2
expression), and improved the ED, (through a downre-
gulation of VEGF, ICAM, and VCAM). In the same
way, Suzuki et al., described the important role of IL-
6 increasing the rate of cell migration, and how TCZ
was able to reduce the adhesion of monocytic cells
(U937) to HUVEC.?” All in all, our study supports the
efficacy of TCZ in restoring the endothelial function
and inhibiting the inflammation and cell adhesion in
the context of RA.

Alteration in oxidative status has been closely
related to CVD. Our group recently reported an altered
oxidative status in leukocytes and plasma from RA pa-
tients.'” The present study shows for the first time the
effects of the inhibition of IL-6R signaling in the
reduction of oxidative stress in monocytes and neutro-
phils of RA patients. In vivo treatment with TCZ signif-
icantly reduced the levels of peroxynitrites in both cell
types. Other bDMARDs, such as etanercept and inflix-
imab have been shown to decrease oxidative stress in
serum and urine from patients with RA.®? Yet, only
a recent study has evidenced that TCZ is more
efficient in lowering the serum levels of oxidative
stress markers in comparison with sDMARDs and
anti-TNFa therapy.’ Alongside this article, our study
shows the great efficacy of TCZ in reducing oxidative
status, not only at plasma levels, but also in RA mono-
cytes and neutrophils, thus preventing vascular damage
in patients with RA.

Monocytes from RA patients display a proathero-
thrombotic profile, showing elevated expression of
proinflammatory cytokines and procoagulant factors.'”
The effect of TCZ on the atherothrombotic markers
associated with RA at plasma level has already been
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described. Thus, TCZ reduced prothrombotic molecules
including D-dimer, prothrombotic fragment 1 + 1,
fibrinogen, lipoprotein A, and phospholipase A2 ITA
in plasma from RA patients.””*'** However, there is
little evidence about the effect of TCZ on RA
monocytes; only few studies described that TCZ
induced apoptosis on monocytes from RA patients.*’
We here analyzed in depth the molecular changes that
occurred on monocytes from RA patients treated with
TCZ. A marked reduction of the inflammatory profile,
prothrombotic properties, and migratory capacity was
observed at mRNA levels on RA monocytes, showed
by the downregulation of TLR2, TNF«, IL-18, IL-8,
MCP-1, VEGF, VCAM, and ICAM.

By contrast, a significant increase of IL-6 mRNA
levels was noticed on monocytes from RA patients tak-
ing TCZ for 6 months. Our results are in line with Nish-
imoto et al., who recently described that circulating
levels of IL-6 and sIL-6R increased after TCZ adminis-
tration in RA patients.* They argued that this effect was
probably due to a reduction of their elimination after
formation of TCZ/sIL-6R immune complexes. In the
same way, the increased levels of IL-6 mRNA in our
study might derive from that feedback process.

In addition, we here provide new evidences about the
effect of TCZ on the formation of lipid droplets on RA
monocytes. The accumulation of lipid droplets within
leukocytes on inflammatory conditions has been docu-
mented.”” In this context, lipid droplets compartmen-
talize several proteins and lipids involved in the control
of biosynthesis and secretion of inflammatory molecules,
including leukotriene and PGE2."° PLIN and DGAT are
two genes involved in lipid droplets regulation. PLIN2
overexpression results in increased formation of lipid
droplets.*® In turn, growth of lipid droplets is linked to
functions performed by endoplasmic reticulum mediated
by endoplasmic reticulum proteins such as DGAT. We
found a significant reduction in the expression of these
genes on RA monocytes treated in vivo with TCZ, which
might suggest that TCZ reduced the formation of lipid
droplets, inhibiting the inflammation mediated by im-
mune cells. Nevertheless, a deeper research is needed
to delineate the effect of TCZ in the lipid metabolism
and storage within the immune cells.

The cellular responses observed in monocytes, related
to cytokine and thrombotic factors production, lipid
metabolism, and storage and insulin signaling depend
on the activation of specific signaling pathways. Pro-
teins from the synovial tissue of RA patients have
been reported to be extensively phosphorylated by intra-
cellular tyrosine kinases, supporting the importance of
tyrosine kinases in the pathogenesis of RA."’ Yet, this
is the first article describing a downregulation of the
main signaling pathways associated with RA
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pathogenesis in monocytes by TCZ: JAK/STAT, SAPK/
MAPK, and PI3K/AKT/mTOR. Although a number of
studies have analyzed the role of specific intracellular
pathways on the response to bDMARDs/sDMARD:s,
the use of an array to identify a wide spectrum of cell
signaling molecules constitutes a valuable tool to better
delineate the regulatory mechanisms modulated at
cellular level by effects of specific drugs.

Neutrophils have recently been recognized as essential
actors in the development of the atherosclerotic plaque.
Neutrophils from RA patients are more susceptible to
experience spontaneous NETosis.*® The effects of IL-6
on neutrophil functions remain poorly understood, with
conflicting evidence reporting that IL-6 can either delay,
accelerate, or have no effect on neutrophil apoptosis.”” "
In our hands, the relevance of neutrophils function in
CVD and their regulation by TCZ have been exposed
by a decrease in the NETosis generation induced either
by IL-6 or PMA, determinant in atherosclerosis develop-
ment. This data suggests that TCZ improves the overall
state of neutrophils so that they can be less prone to expe-
rience in vitro induced NETosis.

LDGs in RA are functionally different from RA neu-
trophils, having enhanced netting capabilities”® and sur-
vival properties and decreased TNF signaling which
might contribute to the disease pathology and response
to therapy.”” Moreover, LDGs display an activated
phenotype, inducing endothelial cell cytotoxicity and
thus playing a relevant role in cardiovascular develop-
ment.”” Our results show the beneficial effect of TCZ
decreasing the percentage of LDGs in RA patients
which might reduce the vascular damage induced by
these subtypes of neutrophils.

Although further studies are required, our results indi-
cate that neutrophils might have an important role in the
development of inflammation in the context of RA, and
that IL-6R signaling blockade could be a useful therapy
to avoid undesired effects of persistent neutrophil acti-
vation.

This is the first study that evaluates the direct effect of
TCZ on monocytes and neutrophils from RA patients.
By performing in vitro studies, adding TCZ to mono-
cytes and neutrophils isolated from RA patients that
were not taking TCZ, the specificity of the effects of
this biologic therapy on each cell type and each param-
eter analyzed was confirmed, something that should be
considered a relevant point since patients were taking
other therapies that could also influence the effects
attributed to TCZ.

Our overall data suggest that TCZ improves the proa-
therothrombotic status of RA patients by simulta-
neously regulating the dyslipidemia, the ED, and the
inflammatory activity of monocytes and neutrophils

Ruiz-Limén et al 101

through mechanisms involving modulation of oxidative
stress, NETosis, and intracellular signaling.
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Pasos generales a seguir en la implantacién de un modelo de atencién
multidisciplinar para pacientes con artritis psoriasica (APs)

1. MODELOS DE ATENCION MULTIDISCIPLINAR EN PACIENTES
CON ARTRITIS PSORIASICA EN ESPANA

R. Queiro', P. Coto?, J. Rodriguez?, J. Notario?, T. Navio Marco®,

P. de la Cueva®, M. Pujol Busquets’, M. Garcia Font®, B. Joven®,

R. Rivera', J.L. Alvarez Vega', AJ. Chaves Alvarez',

R. Sanchez Parera®, J.C. Ruiz Carrascosa’, EJ. Rodriguez Martinez'®,
J. Pardo Sanchez', C. Feced Olmos”, C. Pujol’8, E. Galindez",

S. Pérez Barrio®, A. Urruticoechea-Arana®, M. Hergueta??,

J. Luelmo? y ]. Gratac6s*

1Servicio de Reumatologia; *Servicio de Dermatologia. Hospital
Universitario Central de Asturias. Oviedo. 3Servicio de Reumatologia;
4Servicio de Dermatologia. Hospital Universitari de Bellvitge. Barcelona.
sServicio de Reumatologia; Servicio de Dermatologia. Hospital
Universitario Infanta Leonor. Madrid. “Servicio de Reumatologia;
8Servicio de Dermatologia. Hospital Mutua de Terrassa. Barcelona.
9Servicio de Reumatologia; "Servicio de Dermatologia. Hospital
Universitario 12 de Octubre. Madrid. "'Servicio de Reumatologia;
2Servicio de Dermatologia. Complejo Hospitalario Universitario Infanta
Cristina. Badajoz. "*Servicio de Reumatologia; “Servicio de
Dermatologia. Complejo Hospitalario Universitario de Granada.
5Servicio de Reumatologia; "°Servicio de Dermatologia. Hospital
General Universitario Santa Lucia. Cartagena. Murcia. 'Servicio de
Reumatologia; Servicio de Dermatologia. Hospital Universitari i
Politécnic La Fe. Valencia. Servicio de Reumatologia; °Servicio de
Dermatologia. Hospital Universitario de Basurto. Bizkaia. ?'Servicio de
Reumatologia; *Servicio de Dermatologia. Hospital Can Misses. Ibiza.
#Servicio de Dermatologia; **Servicio de Reumatologia. Corporacio
Sanitaria Parc Tauli. Sabadell.

Objetivos: Describir (estructura, procesos) los modelos de atencién
multidisciplinar de pacientes con artritis psoriasica (APs) en Espafla
asi como las barreras y facilitadores en su implantacion.

Métodos: Se realizé un estudio cualitativo mediante entrevistas
estructuradas a 24 profesionales (12 reumatélogos, 12 dermatélo-
gos que realizan atenciéon multidisciplinar en pacientes con APs).
Se recogieron datos relacionados con el centro, servicio, pobla-
cion atendida y sobre el modelo de atencién multidisciplinar (tipo,
recursos materiales y humanos, requerimientos de los profesio-
nales, objetivos, criterios de entrada y salida, agendas, protocolos
de actuacién, responsabilidades, toma de decisiones, actividad

1699-258X © 2016 Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados

Pasos pre-implantacion
1. Buscar 2 especialistas implicados, con experiencia, interés, y buena sintonia
2. Comunicacion entre jefes/responsables del servicio para dar el visto bueno
3. Si fuese necesario presentar la propuesta a la gerencia/direccién médica
4. Definir de forma conjunta:
» Tipo de modelo que mejor se puede ajustar a las circunstancias del centro/
profesionales
» Criterios de entrada y salida de pacientes
* Cadencia de visitas y n® pacientes/visita (modelos conjuntos)
» Cémo, qué dias, se pueden comunicar por teléfono, correo, en persona, etc.
» Lugar/es donde se realizara la consulta multidisciplinar (modelos conjuntos)
» Materiales necesarios (ordenador, sillas...)
» Si procede: protocolos, guias a seguir
« Nivel de responsabilidad/implicacién en el seguimiento y tratamiento de
pacientes:
- Definir si se van a recomendar o directamente cambiar tratamientos
- En el caso de que se decida indicar una terapia biolégica establecer un
criterio sobre a quién le va a computar esta prescripcion
* Plan de objetivos
* Registro y evaluacién de la actividad (qué, quién, dénde, etc.)
» Medidas (actividad de la consulta, actividad y dafio de la APs, calidad de
vida, etc.)
5. Preparar la logistica de las agendas
« Intentar generar una agenda tnica cuya actividad compute a ambos
servicios
6. Presentar el proyecto a los 2 servicios
PASOS DURANTE LA IMPLANTACION (2 primeros afios)
7. Buscar formulas eficientes para agilizar la consulta/s
8. Dar un informe para el paciente y su médico responsable (pueden ser 2 diferentes)
9. Evaluar la consulta multidisciplinar y realizar ajustes:
Al empezar evaluarla cada 3-6 meses y hacer los ajustes que se precisen:
- Sobre la agenda, cambios en la cadencia y/o n® de pacientes vistos por visita
- Recordatorio a los servicios sobre el servicio y los criterios de derivacién
- Implicar, formar al personal de enfermeria/auxiliar de enfermeria
- Definir mas especificamente qué actitud a seguir en determinado tipo de
pacientes
- Necesidad de ajustes en la historia médica electrénica
- En caso de recogida de datos, evaluar si lleva mucho tiempo, es factible,
hay que modificar variables, reducir el nimero que se recogen, etc.
« Afinal de afio se realizard una evaluaci6n de los objetivos concretos planteados
Pasos post- implantacion (a partir de 2 afios)
10. Evaluacién de la consulta y objetivos
» Recomendable hacerlo de forma anula/bianual
- Se recogerd y analizara lo que no estén funcionando bien, incidencias, etc.
- Si algtin objetivo no se ha cumplido se evaluara por qué
- Con todo ello se disefiara un plan de mejora
11. Junto con el plan de mejora se podran plantear nuevos objetivos. Ademas de
objetivos clinicos se podran valorar otros relacionados con la investigacion
y/o docencia
12. Una vez bien asentados se puede ver si la consulta cumple con los estandares
de calidad desarrollados en el NEXUS
13. De igual manera se puede sopesar la implantacién de los indicadores de
calidad igualmente generados en el NEXUS
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cional y cognitivo y consumen menos farmacos y psicofarmacos
que los pacientes con caidas frecuentes. Estas diferencias podrian
determinar la mayor proporcién de fracturas pertrocantéreas en
los pacientes con caidas aisladas. No hay diferencias en cuanto a
suplementacion con calcio y vitamina D ni concentracién sérica de
calcidiol.

184. TCZ PREVIENE LA ATEROTROMBOSIS EN LA ARTRITIS
REUMATOIDE MEDIANTE SU ACCION DIRECTA

SOBRE LA GENERACION DE NETOSIS Y LA ACTIVIDAD
PROINFLAMATORIA MEDIADA POR LOS MONOCITOS

P. Ruiz-Limén, R. Ortega, C. Pérez-Sanchez, Y. Jiménez-Gémez,

M. Abalos-Aguilera, 1. Arias de la Rosa, P. Font, M. Aguirre, . Calvo,
C. Castro, E. Collantes-Estévez, A. Escudero, N. Barbarroja

y C. Lopez-Pedrera

Servicio de Reumatologia. IMIBIC/Hospital Reina Sofia. Universidad de
Cordoba.

Introduccion: La inhibicién de la ruta del receptor de la IL-6 por
tocilizumab (TCZ) representa una opcién terapéutica efectiva en el
tratamiento actual de la artritis reumatoide (AR). TCZ disminuye
los marcadores de aterosclerosis y mejora la funcién endotelial. En
sangre periférica, TCZ aumenta el porcentaje de células NK (natural
killer) y T reguladoras y reduce el nimero de linfocitos inflamato-
rios Th1/Th17. La activacién del monocito y la generaciéon de redes
extracelulares de neutréfilos (NETs) juegan un papel relevante en el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular; sin embargo, el efecto
directo del TCZ sobre estas células todavia no se ha descrito.
Objetivos: Analizar los cambios moleculares y celulares en mono-
citos y neutrofilos que subyacen al efecto beneficioso del TCZ en la
aterosclerosis y la disfuncion endotelial en la AR.

Métodos: En este estudio se incluyeron 15 pacientes AR que recibie-
ron 162 mg/semana de TCZ como terapia combinada y 5 pacientes
AR con alta actividad de la enfermedad que no tomaban TCZ para
realizar estudios in vitro. La funcién endotelial se analizé mediante
la medida del flujo sanguineo en respuesta a la hiperemia reac-
tiva, utilizando un laser-Doppler. En estudios in vitro, monocitos y
neutro6filos de pacientes AR se trataron con IL-6 y FCRII mas TCZ
durante 18 y 6 horas respectivamente. Se analizaron marcadores
de estrés oxidativo en leucocitos por citometria de flujo. La gene-
racién de NETs fue cuantificada mediante la tincién con Sytox. La
expresion proteica de mieloperoxidasa (MPO) y elastasa (NE) se
analiz6 en neutroéfilos por citometria de flujo. Los niveles de ARNm
de peptidil arginina deiminasa (PADI4) se analizaron mediante RT-
PCR. Se cuantificé el porcentaje de granulocitos de baja densidad
(LDGs) mediante citometria de flujo. La expresiéon de ARNm de
genes involucrados en la activacién del monocito, estado protrom-
bético, captacién de lipidos y resistencia a la insulina se analiz6 en
monocitos mediante RT-PCR. La activacién de rutas intracelulares
fue analizada en monocitos mediante array. Asimismo, se evaluaron
los niveles de determinados microRNAs en el plasma.

Resultados: Tras 6 meses de tratamiento, TCZ redujo parametros
clinicos de inflamacién, autoinmunidad, y dafio articular. La fun-
cién endotelial mejor6 significativamente. TCZ redujo los niveles de
peréxidos y peroxinitritos en los leucocitos AR, mas significativa-
mente en monocitos y neutroéfilos. El porcentaje de LDGs fue tam-
bién reducido tras tratamiento in vivo con TCZ. El TCZ disminuyd
significativamente la expresién de MPO, NE y PADI4 en neutréfilos
AR. La generacién de NETs fue también inhibida por TCZ. Asimismo,
el tratamiento con TCZ alter6 la expresion de moléculas protromb6-
ticas e inflamatorias, genes involucrados en la captacién de lipidos,
activacion celular y resistencia a la insulina y la activacién de varias
rutas intracelulares en monocitos. Por otra parte, el tratamiento in
vivo con TCZ aumento los niveles plasmaticos de los miRNA-223,

miRNA-146 y miRNA-23, previamente observados alterados en res-
puesta a otros farmacos biolégicos como los anti-TNFa. El efecto
especifico de este fairmaco se confirmo tras tratamientos in vitro de
monocitos y neutréfilos AR con TCZ.

Conclusiones: TCZ mejora la funcién endotelial y el estado proa-
terotrombético de pacientes AR mediante la reduccién del estatus
oxidativo, la inhibicién del perfil protrombético e inflama-torio del
monocito y la generacién de NETosis.

Financiado por CTS7940, PI2013-0191, CP15/00158, PI15/01333.

185. LA ARTRITIS REUMATOIDE Y EL LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO MUESTRAN UN GRADO SIMILAR DE SEVERIDAD
DE ATEROSCLEROSIS SUBCLINICA. ESTUDIO TRANSVERSAL
EN UNA POBLACION DEL NORTE DE ESPANA

L. Riancho-Zarrabeitia, A. Corrales, N. Vegas-Revenga,
L. Dominguez-Casas, C. Fernandez-Diaz, V. Portilla, R. Blanco
y M.A. Gonzalez-Gay

Servicio de Reumatologia. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.
IDIVAL. Santander.

Introduccién: La inflamacién crénica juega un papel clave en el
desarrollo de aterosclerosis especialmente en pacientes con enfer-
medades reumatolégicas. Los pacientes con artritis reumatoide (AR)
y con lupus eritematoso sistémico (LES) presentan con mayor fre-
cuencia aterosclerosis y enfermedad cardiovascular que la pobla-
cién general.

Objetivos: Nuestro objetivo es establecer la frecuencia de ateroscle-
rosis subclinica en pacientes con AR y LES y determinar si existen
diferencias en la frecuencia de la misma entre estas dos patologias.
Métodos: Se evaluaron 99 pacientes con LES y 206 pacientes con AR
sin eventos cardiovasculares previos ajustados por edad y sexo. La
aterosclerosis subclinica se definié por la presencia de placa caroti-
dea, de acuerdo con los criterios del consenso de Manheim y/o por
la presencia de espesor intima-media carotideo (EIM-c) mayor de
0,9 mm. La ecografia carotidea se realiz6, con un ecégrafo MyLab 70
(Esaote; Genoa, Italia), equipado con una sonda lineal de 7-12 MHz
y con un software automatizado de radiofrecuencia-Quality Intima
Media Thickness in real-time (QIMT, Esaote, Maastricht, Holanda).
Se realiz6 un andlisis estadistico, utilizando un paquete informa-
tico, univariable y posteriormente multivariable mediante regresion
logistica y regresion lineal multiple.

Lupus eritematoso Artritis p
sistémico (n =99) reumatoide
(n=206)
Sexo femenino (%) 93,9 95,1 0,784
Edad (media + DE) 514134 51,9 £13,5 0,768
Duracion de enfermedad (media + DE) 11,1 +8,5 8,6+8,3 0,015
Hipertension arterial(%) 25,3 31,9 0,284
Dislipemia (%) 19,2 42,2 < 0,001
Diabetes mellitus (%) 1 8,3 0,009
Habito tabaquico (%) 0,084
Fumador activo/ 24,2/ 33,8/
Exfumador 273 17,6
Antecedentes familiares de enfermedad 29,6 19,2 0,055
cardiovascular precoz (%)
Placas carotideas (%) 44,4 40,2 0,535
Placas carotideas (%) Unilaterales/ 23,2/21,2 13,7/26,5 0,104
Bilaterales
EIM-c patoldgico (%) 6,3 9,8 0,383

Resultados: Los pacientes con AR tenian una edad media de 51,9
+ 13,5 afios, siendo 51,4 + 13,4 afios en los pacientes con LES (p =
0,768). La distribucién de las caracteristicas demograficas y los
factores de riesgo cardiovascular clasicos se resume en la tabla. En
cuanto a la presencia de placas carotideas no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas. El 40,2% de los pacientes con



[FRI0046] TCZ ATTENUATES ATHEROTHROMBOSIS THROUGH THE SPECIFIC INHIBITION OF NETOSIS
AND MONOCYTE-MEDIATED PROINFLAMMATORY ACTIVITY

P. Ruiz-Limon, N. Barbarroja, R. Ortega, C. Perez-Sanchez, Y. Jimenez-Gomez, M.C. Abalos-Aguilera, I.
Arias de la Rosa, P. Font, M.A. Aguirre, M.C. Castro, J. Calvo, E. Collantes-Estevez, A. Escudero, C. Lopez-
Pedrera. Rheumatology service, IMIBIC/University of Cordoba/Reina Sofia Hospital, Cordoba, Spain

Background: Inhibition of the interleukin IL6 receptor pathway by tocilizumab (TCZ) is an effective
treatment for rheumatoid arthritis (RA). TCZ reduces atherosclerosis markers and improves endothelial
function. In peripheral blood, TCZ increases the percentage of natural killer and regulatory T cells and
decreases the number of inflammatory Th1/Th17 lymphocytes. Monocytes activation and neutrophil
extracellular traps (NETs) are key players in the development of cardiovascular disease; however, the
specific effect of TCZ on these cells has not been described yet.

Objectives: To analyze the molecular changes (focused on monocyte and neutrophil abnormalities)
underlying the beneficial effect of TCZ on atherosclerosis and endothelial dysfunction in rheumatoid
arthritis.

Methods: Fifteen RA patients received 162 mg/week subcutaneous TCZ as combined therapy.
Endothelial function was measured through post occlusive hyperemia using Laser-Doppler. To analyze
the specificity of TCZ, blood samples from 5 RA patients with high disease activity no taking TCZ was
used to perform in vitro studies. Isolated monocytes and neutrophils were treated in vitro with IL6 and
blocking FCRII plus TCZ for 18 and 6 hours, respectively. Oxidative stress markers in leukocytes were
analyzed by flow cytometry. NETosis was measured through Sytox staining of DNA fibers.
Myeloperoxidase (MPO) and neutrophil elastase (NE) were analyzed in neutrophils by flow cytometry.
mRNA expression of peptidyl arginine deiminase (PAD4) was measured by RT-PCR. Percentage of low
density granulocytes (LDGs) was analyzed through flow cytometry. mRNA expression of genes involved
in monocyte activation, prothrombotic state, lipid uptake and insulin resistance was analyzed in
monocytes through RT-PCR. Activation of intracellular pathways was analyzed in monocytes using
pathscan intracellular signaling array. Expression of miRNAs was evaluated in plasma.

Results: After 6 months of treatment, TCZ reduced clinical parameters of inflammation, autoimmunity
and joint damage. Endothelial function was significantly restored. TCZ decreased peroxide and
peroxinitrite levels in RA leukocytes, most significantly in monocytes and neutrophils. Percentage of
LDGs was also reduced after treatment. TCZ in vivo treatment reduced the expression of MPO, NE and
PAD4 in RA neutrophils. The generation of in vitro induced NETs was also inhibited by TCZ. The
expression of inflammatory and prothrombotic molecules, genes involved in lipid uptake and cellular
activation and insulin signaling and the activation of various intracellular pathways were modulated in
monocytes after in vivo TCZ treatment. All these results were recapitulated after in vitro TCZ treatment
of RA monocytes and neutrophils. Plasma levels of miRNA-223, miRNA-146 and miRNA-23, previously
reported to be modified by anti-TNFalpha drugs, were also upregulated after TCZ treatment.

Conclusions: TCZ improves endothelial dysfunction and atherothrombosis through the restoration of the
oxidative status, inhibition of the monocyte prothrombotic and inflammatory profile and the generation
of NETosis
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Background/Purpose: Inhibition of the interleukin IL-6 receptor pathway by tocilizumab (TCZ) is
an effective treatment for rheumatoid arthritis (RA). TCZ reduces atherosclerosis markers and
improves endothelial function. In peripheral blood, TCZ increases the percentage of natural killer
and regulatory T cells and decreases the number of inflammatory Th1/Th17 lymphocytes.
Monocytes activation and neutrophil extracellular traps (NETs) are key players in the development
of cardiovascular disease; however, the specific effect of TCZ on these cells has not been
described yet.Objective: To analyze the molecular changes (focused on monocyte and neutrophil
abnormalities) underlying the beneficial effect of TCZ on atherosclerosis and endothelial
dysfunction in RA

Methods: Fifteen RA patients received 162 mg/week subcutaneous TCZ as combined therapy.
Endothelial function was measured through post occlusive hyperemia using Laser-Doppler. To
analyze the specificity of TCZ, blood samples from 5 RA patients at baseline was used to perform
in vitro studies. Isolated monocytes and neutrophils were treated in vitro with IL6 and blocking
FCRII plus TCZ for 18 and 6 hours, respectively. Oxidative stress markers in leukocytes were
analyzed by flow cytometry. NETosis was measured through Sytox staining of DNA fibers.
Myeloperoxidase (MPO) and neutrophil elastase (NE) were analyzed in neutrophils by flow
cytometry. mRNA expression of peptidyl arginine deiminase (PAD4) was measured by RT-PCR.
Percentage of low density granulocytes (LDGs) was analyzed through flow cytometry. mRNA
expression of genes involved in monocyte activation, prothrombotic state, lipid uptake and insulin
resistance was analyzed in monocytes through RT-PCR. Activation of intracellular pathways was
analyzed in monocytes using pathscan intracellular signaling array.
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Results: After 6 months of treatment TCZ reduced clinical parameters of inflammation,
autoimmunity and joint damage. Endothelial function was significantly restored. TCZ decreased
peroxide and peroxinitrite levels in RA leukocytes, most significantly in monocytes and
neutrophils. Percentage of LDGs was also reduced after treatment. TCZ in vivo treatment reduced
the expression of MPO, NE and PAD4 in RA neutrophils. The generation of in vitro induced NETs
was also inhibited by TCZ. The expression of inflammatory and prothrombotic molecules, genes
involved in cellular activation and insulin signaling and the activation of various intracellular
pathways were modulated in monocytes after in vivo TCZ treatment. All these results were
recapitulated after in vitro TCZ treatment of RA monocytes and neutrophils.

Conclusion:

TCZ improves endothelial dysfunction and atherothrombosis through the restoration of the
oxidative status, inhibition of the monocyte prothrombotic and inflammatory profile and the
generation of NETosis.
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P23. Tocilizumab might prevent cardiovascular disease in rheumatoid arthritis
patients through the modulation of endothelial dysfunction, NETosis and mono-

cyte-mediated inflammation.
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Tocilizumab (TCZ) is an effective treatment for
rheumatoid arthritis (RA). However, the chang-
es occurred after TCZ therapy on endothelial
dysfunction, monocyte activity, NETosis, and
oxidative stress, principal effectors of athero-
sclerosis and cardiovascular disease, have not
been analyzed. Whit this objective, twenty RA
patients treated with subcutaneous TCZ for 6
months were evaluated. TCZ significantly re-
stored endothelial function and decreased ox-
idative stress in RA leukocytes. Percentage of
low density granulocytes and NETosis genera-
tion were reduced. The proinflammatory and
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prothrombotic status of RA monocytes were
also reversed through modulation of specific
intracellular pathways. All these results were
recapitulated after in vitro treatment with
TCZ of RA monocytes and neutrophils, and in
co-cultures with endothelial cells. Plasma levels
of miRNA-223, miRNA-146 and miRNA-23
were upregulated by TCZ. In conclusion, TCZ
prevents CVD through the restoration of the
endothelial function, oxidative stress reduction,
inhibition of monocytes’ prothrombotic and in-
flammatory profile, and abridged NETosis gen-
eration.



