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Resumen

La artritis reumatoide es una enfermedad crénica, autoinmune, inflamatoria
y sistémica que afecta a un 1% de la poblacion mundial. La enfermedad esta
promovida por el exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno e
inducido, entre otras, por citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a)
o la interleucina-1B (IL-1B), que generan un estrés oxidativo en las células de la
articulacion, las cuales aumentan sus niveles de enzimas como la superéxido
dismutasa-2 (SOD2) para intentar combatir este estrés. El resveratrol es un
polifenol natural al que se le atribuyen numerosos beneficios, incluidos efectos
antiinflamatorios y antioxidantes. El objetivo del presente estudio fue valorar el
efecto del resveratrol sobre los niveles de la SOD2 en sinoviocitos de rata en
cultivo. Para ello se realiz6 un cultivo de sinoviocitos de rata, que fueron
sometidos a diferentes condiciones, y se llevaron a cabo las técnicas de
western-blot e inmunofluorescencia, para medir los niveles de la enzima SOD2
en las diferentes condiciones testadas. Los resultados se vio una disminucion
de los niveles de la enzima en aquellas células preincubadas con resveratrol
antes de ser expuestos a citoquinas proinflamatorias, poniéndose de manifiesto
la actividad antiinflamatoria y antioxidante del resveratrol.

Palabras clave: Artritis reumatoide, Superéxido dismutasa-2, resveratrol, TNF-
a, IL-1B.

Resumo

A artrite reumatoide é unha enfermidade crénica, autoinmune, inflamatoria
e sistémica que afecta o 1% da poblacion mundial. A enfermidade € promovida
polo exceso de produccion de especies reactivas de osixeno e inducido, entre
outros, por citoquinas como o factor de necrose tumoral (TNF-a) ou a
interleucina-1B (IL-1B), que xeran estrés oxidativo nas células da articulacion,
que aumentan 0s seus niveis de enzimas como a superoxido dismutase-2
(SOD2) para tratar de combater este estrés. O resveratrol é un polifenol
natural, que ¢é atribuida numerosos beneficios, incluindo efectos
antiinflamatorios e antioxidativos. O obxectivo deste estudo foi avaliar o efecto
do resveratrol sobre os niveis de SOD2 en sinoviocitos de rato cultivada. Para
isto se fixo un cultivo de sinoviocitos de rato, que foron sometidos a condicions
distintas, e foron realizadas técnicas de western-blot e inmunofluorescencia,
para medir os niveis de SOD2 nas diferentes condicions examinadas. Os
resultados era unha disminucion dos niveis de enzimas nas células
preincubadas cO6 resveratrol antes de ser expostos a citoquinas
proinflamatorias, confirmando asi a actividade antiinflamatoria e antioxidativa
do resveratrol.

Palabras clave: Artrite reumatoide, Superoxido dismutase-2, resveratrol, TNF-
a, IL-1B.



Abstract

Rheumatoid arthritis is a chronic, autoimmune, inflammatory and systemic
disease affecting the 1% of the world’s population. It is promote by the excess
production in reactive oxygen species induced by, among other, cytokines such
as tumor necrosis factor (TNF-a) or interleukin-1p (IL-1p), which generates an
oxidative stress in the joint cells. These increase, in these cells, the levels of
enzymes such as superoxide dismutase-2 (SOD2) to fight against this stress.
The resveratrol is a natural polyphenol that has numerous benefits, including
anti-inflamatory and anti-oxidative effects. The aim of the present study was to
evaluate the effect of resveratrol on the levels of SOD2 in rat synoviocytes in
culture. For this purpose a culture of rat synoviocites was performed, which
were subjected to different conditions, and western-blot and
inmunofluorescence techniques were performed to measure the levels of the
SOD2 enzyme under the different tested conditions. The results showed a
decrease in enzyme levels in those cells preincubated with resveratrol before
being exposed to proinflammatory cytokines, showing the anti-inflamatory and
anti-oxidative activity of resveratrol.

Key words: Rehumatoid arthritis, Superoxide dismutase-2, resveratrol, TNF-q,
IL-1pB.
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1. Introduccion

1.1. La artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad cronica, inflamatoria,
sistémica y de caracter autoinmune que dafa principalmente las articulaciones.
Afecta a entre el 0,3% y 1,2% de la poblacién mundial, siendo tres veces mas
frecuente en las mujeres, y aumentando el riesgo de aparicion con la edad (1).
Como ya se ha mencionado, también se incluye entre las enfermedades
autoinmunes, ya que esta caracterizada por la produccién de anticuerpos que
reconocen autoantigenos caracteristicos de las articulaciones, la presencia de
diferentes tipos de linfocitos (linfocitos T CD4 y CD8, linfocitos B, etc.), y la
participacion de numerosas citoquinas que le proporcionan un marcado
caracter inflamatorio asociado con un incremento del estrés oxidativo. Los
sintomas locales de la enfermedad incluyen la destruccién de la articulacion,
debido al proceso inflamatorio y la proliferacion celular (Figura 1), mientras que
a nivel sistémico va acompafiada de pueden ser fatiga, fiebre y anemia;
asimismo la AR puede afectar a otros tejidos llegando a producir nédulos
subcutaneos, fibrosis pulmonar o vasculitis (2).

Precediendo a los factores clinicos detectables de la enfermedad, esta la
produccion de autoanticuerpos como el factor reumatoide y anticuerpos
antipéptidos citrulinados debido a una brecha en el sistema inmune. La
transicion a los factores clinicos de inflamacién y dafio en la articulacién no es
del todo clara pero puede deberse a traumas menores, infecciones, actuacion
hormonal o factores psicolégicos. El riesgo a padecer la AR y el grado de
severidad de la misma parecen estar influenciados por la alteracion en algunos
loci, como el del complejo mayor de histocompatibilidad, o aquellos que
codifican para citoquinas y sus receptores, entre otros. Ademas, factores
externos como el tabaco, aumentan el riego a sufrir AR (3, 4).
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Figura 1. Evolucién de la artritis reumatoide. En fases tempranas de la enfermedad se
produce una congregacion de células del sistema inmune (neutrdfilos, linfocitos T y B), y
proliferacion celular en la membrana sinovial. En fases mas tardias de la AR los sinoviocitos
invaden otros tejidos (hueso y cartilago) erosionandolo. Imagen tomada de Riveiro Naveira RR
2015 (1) modificada de Choy EH, 2001 (18).

La angiogénesis sinovial es un factor determinante en la inflamacion del
sinovio de la articulacidn, o sinovitis. Esta proliferacion de vasos sanguineos se
produce en respuesta a diversos estimulos como la presencia de mediadores
inflamatorios, hipoxia y proliferacién celular con un reducido grado de apoptosis
(2). Entre los mediadores inflamatorios se encuentran las citoquinas, como las
interleucinas (IL-1, IL-10, IL-15, etc.), o el factor de necrosis tumoral (TNF-a). El
TNF-a, producido por linfocitos T y macrofagos entre otros, tiene un doble
efecto inflamatorio al modular a los linfocitos T reguladores, promoviendo su
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proliferacion, y al mismo tiempo inducir la liberacion de otras citoquinas, como
la interleucinas de la familia 1 (IL-1). Estas son sintetizadas por macrofagos,
linfocitos T y B, monocitos, células endoteliales y fibroblastos (1,2),
promoviendo la proliferacion de diversos tipos celulares como leucocitos,
células endoteliales, y sinoviocitos, entre otros.

Los efectos de las citoquinas se deben a su activacion de la ruta del factor
nuclear-kB (NF-kB), ya que estas activan en el interior celular a quinasas IkB
que fosforilaran a las proteinas IkB citoplasmaticas, lo que finalmente conducira
a la activacion de NF-kB, que se traslocara al nucleo activando numerosos
genes asociados con la proliferacion celular, la atraccibn de leucocitos,
respuestas inflamatorias y resistencia a la apoptosis (5, 6).

Con la proliferacién de los sinoviocitos de la articulacion, inducida por las
citoquinas, la capa intima de la articulacion pasa de tener entre 1 y 3 capas
celulares a tener 10 o mas capas, formadas por sinoviocitos con un fenotipo
agresivo que promueven el avance de la enfermedad participando en procesos
inflamatorios, degradacion de cartilago y hueso debido a la actuaciéon del
pannus, una region de la membrana sinovial formada por sinoviocitos y
linfocitos que invade tanto al cartilago como al hueso erosionandolos (7).

1.2. Estrés oxidativo

Se ha demostrado, que el estrés oxidativo es un factor importante en la
capacidad de destruccion de la AR (8). La produccién de ATP en las
mitocondrias conlleva la reducciéon de O, a H,O, durante este proceso, un
pequefio porcentaje de electrones que fluyen a través de la cadena respiratoria
mitocondrial durante el proceso de transporte electronico se escapan y se unen
directamente al oxigeno, constituyendo el i6n superéxido, que a su vez puede
derivar en otras especies reactivas del oxigeno (ROS). A pesar de que las ROS
pueden ser empleadas como mecanismo de defensa contra microorganismos
patogenos, también pueden resultar toxicos en altas concentraciones debido a
su tendencia a reaccionar con otras moléculas, pudiendo dafiar los acidos
nucleicos, proteinas, las membranas celulares e incluso con las fibras de
coldgeno del medio extracelular. Por ello, las células poseen diversas enzimas
como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa o la glutation peroxidasa, con
el objetivo de degradar a las ROS y reducir al maximo el dafio producido por
estas moléculas, al controlar los niveles de ROS en concentraciones no
téxicas. Sin embargo, si la produccion de estos compuestos oxidantes supera
la capacidad de la célula para contrarrestarlos se produce un estrés oxidativo,
resultando en los dafios citados anteriormente (9). Ademas de en la infiltracidn
de células del sistema inmune y en la inflamacion mediada por citoquinas (10),
la condicién hipdxica de la articulacion promueve también la produccién de
ROS (11).

La enzima SOD cataliza la reaccién del paso de superdxido a peréxido de
hidrogeno, una ROS menos téxica que posteriormente seria degradada por
otras enzimas (12). Por otro lado, su expresion estd relacionada con
fendmenos de estrés oxidativo y procesos de inflamacion mediados por
moléculas como el TNF-a o la IL-1 B (9).



En humano encontramos 3 tipos de SOD diferentes, una forma citosolica
(SOD1), una mitocondrial (SOD2) y una extracelular (SOD3). La SOD2 también
es conocida como superoxido dismutasa dependiente de manganeso
(MnSOD). Puesto que las mitocondrias son la principal fuente de ROS, la
SOD2 resulta esencial para evitar el estrés oxidativo (13).

1.3. El resveratrol

El resveratrol (RSV) o 3,5,4-trihydroxystilbeno (Figura 2) es un polifenol
aislado por primera vez en 1940 de las raices de Veratrum grandiflorum.
Actualmente se sabe que estd presente en diversas plantas y frutos como
moras, cacahuetes y uvas, entre otros, ademas de en productos derivados de
los mismos como puede ser el vino. Destaca que su produccién se realiza de
forma natural en las plantas como respuesta a diferentes situaciones de estrés
o frente a infecciones fangicas (14).

OH

HO x

OH

Figura 2. Estructura del resveratrol. Imagen tomada de Lastra CAy Villegas | (17).

Desde su descubrimiento se han realizado numerosos estudios sobre el
RSV y sus posibles efectos en la salud, atribuyéndole en la actualidad
propiedades antitumorales, antiangiogénicas o antiinflamatorias entre otras (1).
La actividad antiinflamatoria del RSV se debe a su capacidad de inhibir a
diferentes moléculas intermediarias del proceso inflamatorio, un ejemplo es el
bloqueo de la ruta del NF-kB cuando esta es activada por el TNF-a o la IL-1j3,
posiblemente por la interaccion del RSV con quinasas intermediarias de la ruta.
(5). Mas especificamente, se cree que el RSV puede actuar directamente
inhibiendo a la enzima fosfodiesterasa, responsable de la degradacién de AMP
ciclico (CAMP). El incremento en la concentracion de cAMP desencadenaria un
incremento en la expresion de la enzima AMP quinasa (AMPK), la cual es
capaz de inhibir la activacion de NF-kB y por lo tanto detener la respuesta
inflamatoria (15, 16).

2. Objetivo

En este trabajo se busca estudiar, in vitro, el efecto del RSV sobre la
expresion de la enzima SOD2 en sinoviocitos de rata cultivados bajo
condiciones proinflamatorias, para intentar simular en parte, las condiciones de
la artritis reumatoide bajo las cuales se encontrarian las células durante la
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enfermedad. En condiciones inflamatorias, la expresién de la enzima SOD2 se
veria estimulada por citoquinas como el TNF-a o la IL-1B (9). Debido al posible
efecto antiinflamatorio del RSV cabria esperar una disminucién en los niveles
de la enzima, relacionados con una atenuacién de los sintomas inflamatorios
por una reduccién de los efectos de las citoquinas TNF-a e IL-1.

3. Material y métodos

3.1. Cultivo de células sinoviales de rata

Para realizar el experimento se emplearon células sinoviales de rata. Para
ello se extrajo el tejido sinovial de una rata hembra Wistar de 2-3 meses de
edad. Todos los protocolos de manipulacion de animales se ajustan a la
normativa vigente en la Unién Europea (2010/63/EU) y Espafia (53/2013), y
han sido aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal de la
Xerencia de Xention Integrada A Corufia (XXIAC). Previamente a la extraccion
de las muestras, el animal fue sacrificado y transportado desde el animalario
del INIBIC hasta una zona habilitada para la extracciéon de tejidos, en la cual se
realizo la extraccion de las extremidades posteriores (Figura 3).

Figura 3. Mesa de trabajo donde se realiz6 la extraccion de las extremidades. 1- Animal al
que se le realizé la extraccion; 2- Bisturi; 3- Cizallas; 4- Alcohol (etanol 70°); 5- Contenedor de
plastico estéril; 6- Pinzas.

Primero se retird la piel del animal que recubria una de las extremidades, y
a un par de centimetros por encima de la articulacion, se seccionaron los
musculos hasta llegar al hueso. A continuacion se corto el hueso, extrayéndose
asi la extremidad. Se repiti6 el mismo procedimiento para la extremidad
contralateral.



Finalizada la extraccion de las extremidades se
introdujeron en un recipiente estéril (Figura 4) y fueron
trasladadas rapidamente a la campana de cultivos
donde se procedié a la extraccion del tejido sinovial.
Hasta este el momento, el procedimiento se realizd en
condiciones higiénicas pero no estériles.

Una vez en la campana, procedido a realizar la
extraccion de la muestra de tejido sinovial de las
articulaciones bajo condiciones estériles. Antes de
realizar la extraccion del tejido, cuatro zonas de una
placa Petri de 8,8 cm? (NUNC™, Thermo Fisher
Scientific) fueron rayadas para mejorar asi la adherencia
de las muestras de tejido sinovial.

Figura 4. Contenedor .
de plastico estéril, Para acceder al tejido

con las extremidades Sinovial fue necesario retirar la
posteriores. fascia, capa membranosa de
color blanquecino que recubria
externamente la articulacién. Una vez retirada quedo
al descubierto un pequefio orificio en la parte superior
de la articulacion (Figura 5) a partir del cual, y con la
articulacion flexionada para facilitar el trabajo, se
realizaron cortes laterales, al tiempo que se levantaba
la membrana sinovial, hasta finalmente extraer una
muestra de tejido sinovial de aproximadamente 3 mm
de diametro.

A continuacion la muestra fue cortada en dos

partes iguales y cada una fue depositada en una de  Figyra 5. Extremidad de
las zonas previamente rayadas de la placa Petri. Se rata Wistar. A la que se

realizd6 el mismo procedimiento con la otra le ha retirado la fascia

extremidad superficial quedando al
' descubierto el tejido

: Una vez  sinovial.
_ colocadas las

7 T %Cu muestras de tejido, afladimos a la placa 8
; - ml de medio de cultivo, RPMI 1640 con L-
. Glutamina (Lonza, Basel, Suiza)
LA suplementado con un 10% de suero bovino
2 fetal (SBF) y 100 U/ml de penicilina/100
.\; . Mg/ml  de estreptomicina (Gibco BRL,
3

N Paisley, UK).

= N . Un vez identificada la placa Petri
RS (Figura 6), indicando los datos del animal,

— la fecha del cultivo, el nimero del pase, y el

: : cédigo del test de micoplasma. Y se
E;gr;‘krf;‘ar c?h | ga;i esfre;;' d S?;?deo. Lo introdujo una estufa de cuarentena a 37°C,
placa fue identificada con: la fecha UN total de 72 horas, tras los cuales se

20.1.2017; cédigo del individuo STW 10; comprobd que no habia contaminacion por
ndmero del pase del cultivo Sy; y el micoplasmas.

codigo del test del micoplasma mic-17-
28




Con un resultado negativo en el test de micoplasma, se renovo el medio de
cultivo y la placa se pas6 a la estufa de cultivo a 37°C. Transcurridas 96 h
desde su siembra se pudo comprobar que ya existia crecimiento celular en la
periferia de los explantes (Figura 7A), por lo que se procedio a la extraccion de
las muestras de tejido sinovial en la campana de cultivos. Una semana
después, renovando el medio cada 2 dias, se confirmé que hubo crecimiento
celular (Figura 7B).

A B

= ™

Figura 7. Imagenes de sinoviocitos, a diferentes tiempos, del cultivo. A-
Placa petri tras 96 h de cultivo a 37°C, en la esquina inferior izquierda se odserva
la membrana sinovial alrededor de la cual se aprecia crecimiento celular. B-
Placa petri a los 7 dias de retirar la membrana sinovial, aprecidndose un claro
crecimiento celular.

Para obtener un mayor niumero de células, estas se expandieron mediante
tripsinizacion, traspasandose a un flask de 150 cm?. Para ello se retiré el
medio, se lavaron las células con suero fisioldgico (Fresenious Kabi, Barcelona,
Espafa), y se afiadieron 5 ml de tripsina (Gibco), dejandola actuar durante 2
min a 37°C. Transcurrido el tiempo y tras comprobar el levantamiento de las
células, se afiadieron 5 ml de medio RPMI 10% (Lonza). La mezcla con las
células en suspension se traspasoé a un tubo falcon de 50 ml, y se lavo la placa
medio para recoger las células remanentes. Se centrifugd a 1500 rpm durante
10 min, se decantd el liquido y se resuspendieron las células precipitadas en 10
ml de medio RPMI 10%. Se homogeneiz6 y se traspasé a un flask que se
identificé con los datos del cultivo celular marcandolo como pase S;, al cual se
le renovo el medio cada dos dias.

3.1.1. Estimulacién celular

Para la fase de experimentacion, las células sinoviales cultivadas se
utilizaron desde el tercer pase, y nunca excediendo el pase numero 9. Las
células se sembraron en placas de 6 pocillos (250.000 células/2 mi/pocillo) para
el western-blot, y en portaobjetos chamber de 8 pocillos (18.000 células/0,5
ml/pocillo) para inmunofluorescencia, en las cuales fueron sometidas a
diferentes estimulos.



Tras afadir las células se dejaron crecer durante un dia tras lo cual fueron
deplecionadas al cambiarles el medio de cultivo por un medio RPMI 0,5%
(Lonza) mas antibidticos: 1 ml en las placas de 6 pocillos y 300 ul en los
portaobjetos chamber. Y tras 24 h se volvid a cambiar el medio por un medio
RPMI 0% (Lonza) mas antibidticos, y las células se sometieron a las células a
las diferentes condiciones.

3.2. Técnica de Western-blot para la expresion proteica de
SOD2

3.2.1. Cultivo celular

Para el western-blot se realizaron tres cultivos celulares diferentes: el
SRW-103, el SRW-106 y el SRW-115. Tras sembrar las células, el cultivo
celular se realiz6 en condiciones de hipoxia en los experimentos SRW-103 y
SRW-106, y de normoxia en el SRW-115. Los estimulos empleados fueron:

1. Condiciones basales.

2. Estimulo de interleuquina-18 5 ng/ml (IL-1B; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO).

3. Estimulo de Factor de necrosis tumoral-a 10 ng/ml (TNF-q;
Sigma-Aldrich).

4. Estimulo de resveratrol (RSV; Sigma-Aldrich) 50 uM.

5. Estimulo de IL-18 5 ng/ml mas RSV 50 uM.

6. Estimulo de TNF-a 10 ng/ml mas RSV 50 uM.

En los experimentos SRW-103 y SRW-106 se aplicaron las 6 condiciones,
mientras que en el SRW-115 solo se utilizaron las condiciones 1, 3, 4y 6.

A la hora de afadir los estimulos primero se afiadid, en los pocillos
correspondientes 1 pl de RSV resuspendido en etanol y se dejé actuar 30 min a
37°C, tras lo cual se afiadieron los otros estimulos: IL-18 y TNF-a, los cuales se
dejaron actuar durante 24 h a 37°C.

Transcurrido el tiempo se elimind el medio, se lavaron las células con
suero salino y se afiadieron 100 ul de solucién de lisis. Tras lo que se procedid
a realizar la extraccion y cuantificacion de las proteinas.

3.2.2. Extraccion y cuantificacion de proteinas

Primero se preparé el tampoén de lisis al cual se le afiadié en el momento
de usarlo por cada ml: 10 pl de PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo), y 10 ul de
un coctel de inhibidores (Sigma).

Se lavo dos veces la placa de cultivo con suero salino, se afiadieron 40 ul
de tampdn de lisis y se rasp6 con un raspador para recoger el lisado celular. Se
recogié el tampon con el lisado celular en un eppendorf y se introdujo en un
termoblock 5 min a 100°C, transcurrido el tiempo se centrifug6 a 1300 rpm
durante 10 min a 4°C.



Finalmente se cuantificaron las proteinas, a partir del sobrenadante, en un
espectrofotometro (NanoDrop 1000, Thermo Scientiphic, Wilmington, EEUU)
empleando como blanco el tampdn de lisis.

3.2.3. Electroforesis de proteinas, transferencia a membranas e
inmunodeteccion (Western-blot)

Una vez extraidas y cuantificadas las proteinas se procedi6 a preparar los
geles y el tampon de transferencia para la realizacion del Western-blot. Para
ello se empled un equipo semejante al de la Figura 8.

Figura 8. Equipo de western-blot. 1- Cristales para el molde, con espaciadores integrados; 2-
Marco, soporte para los cristales; 3- Peines con diferente nimero de pocillos; 4- Soporte del
marco; 5- Tanque de tampodn; 6- Guia para el cargado de las muestras. Imagen de
representativa extraida de la web de Bio Rad (Hercules, California, EE.UU.).

En el gel de acrilamida empleado, la fase superior de 1,5 cm, (“stacking”)
consiste en un gel de acrilamida al 7,5% compuesto por: 3,35 ml de acrilamida
al 40% 19:1 (Sigma-Aldrich), 9,51 ml de agua destilada, 4,28 ml de tampo6n B4x
(131 g trizma base 3 M/500 ml), 200 uyl de APS al 10% y 30 pl de TEMED
(Sigma-Aldrich). Por otro lado, para la fase inferior (“running”) se emplearon:
1,07 ml de acrilamida al 40% 19:1, 4,29 ml de agua destilada, 1,78 ml de
tampon C4x (6,057 ml trizma base/100 ml), 46 ul de APS al 10% y 15ul de
TEMED.

Tras preparar el gel, con 15 pocillos, y antes de continuar se prepararon los
diferentes tampones, recogidos en la tabla 1.

Tampon “running” 10x | 15,1 g trizma-base, 72,1 g glicina, 5 ml SDS 10% y agua
(500 ml) destilada.

Tampén de 2,9 g trizma-base, 1,46 g glicina, 1,88 ml SDS 10%, 100
transferencia (500 ml) | ml metanol y agua destilada.

Tampon de lavado 10x | 12,1 g trizma-base, 14,5 g NaCl 0,1M, 5 ml Tween 20
(500 ml; pH 7,5) 0,1%, y agua destilada.

Tampon de bloqueo | 100 ml tampon de lavado 1x y leche descremada al 5%.

Tampodn de carga 9 partes de suero de laemli y una de 3-mercaptoetanol.

Tabla 1. Composicion de los tampones empleados en la técnica de western-blot.
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3.2.3.1. SDS-PAGE (Migracion de las proteinas)

Una vez preparados los geles se introdujeron en el tanque de
electroforesis, que se rellend con tampon de “running”, y se extrajeron los
peines.

A continuacion se procedié a cargar las proteinas en el gel junto con los
marcadores de pesos moleculares (NZY Colour Protein Marker 1l, Nzytech,
Portugal). Para ello se diluyeron las muestras de proteinas (30 ug) en agua
destilada hasta obtener 18 pl. Posteriormente se les afiadieron 6 ul de tampdn
de carga, para tener asi una proporcion de 3:1 de proteina con respecto al
tampdén de carga. Las mezclas se dejaron 5 min a 95°C y posteriormente se
cargaron en los pocillos del gel.

Una vez cargadas las muestra se uso el sistema mini-Protean Il Cell (Bio-
Rad) a un voltaje de 100 V durante 20 min, para que las muestras penetrasen
en la primera fase, mas una hora a 120 V para la migracién de las proteinas en
la segunda fase del gel. A continuacién las proteinas separadas fueron
transferidas a una membrana fluoruro de polivinidileno (PVDF).

3.2.3.2. Transferencia semi-hiimeda
Primero se corté una membrana PVDF en un rectangulo de 6x8 cm, y un
par de papeles absorbentes de 7x8 cm.

Seguidamente se activo la membrana bafidndola 5 min en metanol, 5 min
en agua destilada y 5 min en metanol para finalmente dejarla sumergida en
tampon de transferencia a 4°C. Por otra parte se guardaron los dos papeles en
tampodn de transferencia en frio, y al mismo tiempo se incubé el gel, ya retirado
del soporte, también en tampdn de transferencia durante 15 min en nevera.

Transcurrido este tiempo, se coloco en el Transblot el “sdndwich” de papel-
membrana-gel-papel, y se conecté con una corriente de 20 V durante 40 min
para que tuviese lugar la transferencia. Se retir6 la membrana y se tifié con
colorante Ponceau (1 min), para comprobar que la transferencia se realizé
satisfactoriamente. Después se lavo tres veces (5 min) con tampon de lavado
1x, y se bloque6 la membrana con leche al 5% durante 40 min a temperatura
ambiente. Se incubo6 con el anticuerpo primario, anticuerpo de conejo para la
SOD2 (Abcam, Cambridge, Reino Unido) en una dilucion 1:500, disuelto en
leche al 5% durante una hora, se realizaron 3 lavados de 5 min con tampén de
lavado 1x, y se incubd en agitacion a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario, inmunoglobulinas de cabra anti-conejo marcadas con peroxidasa
(Santa Cruz, Dallas, Texas, EE.UU) en una dilucién 1:4000, disuelto en leche al
5%. Al cabo de 2 h de incubacion se lavé durante 5 min con tampon de lavado
1x tres veces.

Finalmente se procedio a realiza el revelado por quimioluminiscencia de la
membrana empleando el programa informético LAS-3000 “Pro”.

Tras el revelado de la SOD2 se repitié el proceso para detectar la tubulina,
utilizada como control de carga. En este caso se utiliz6 en primer lugar un
anticuerpo primario de ratén anti-tubulina marcado con peroxidasa (Santa
Cruz), en una dilucion 1:5000, en leche al 5% durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se empledé un anticuerpo secundario anti-ratdn
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(Santa Cruz), en una dilucion 1:10000 en leche al 5% durante otra hora a
temperatura ambiente.

3.3. Estudio de la proteina SOD2 por microscopia de fluorescencia

3.3.1. Cultivo celular

En el experimento de inmunofluorescencia se realizé un cultivo celular en
normoxia, el cultivo SRW-115, siendo las células sometidas a los siguientes
estimulos:

Condiciones basales.

TNF-a 10 ng/ml.

IL-18 5 ng/ml.

RSV 25 uM.

TNF-a 10 ng/ml, que se utilizara como negativo de la técnica.
TNF-a 10 ng/ml mas RSV 25 uM.

IL-18 5 ng/ml mas RSV 25 uM.

Los sinoviocitos se incubaron primero con RSV 30 min antes de la
incubacidén con el resto de los estimulos durante otras 24 h.

NookrwhE

3.3.2. Inmunofluorescencia

Transcurrido el tiempo de cultivo se comprobd al microscopio que hubo
crecimiento celular y que las células se encontraban en buen estado. Se retird
el medio, se lavaron las células con suero salino, y se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% durante 30 min a 4°C. Posteriormente se lavaron
dos veces (5 min) con tampon de fosfato salino-PBS (Dako REAL™,
EnVision™, Glostrup, Dinamarca) 1x.

A continuacion se bafiaron en PBS con 0,2% de Tween®20 (PBST) al 0,2%
durante 10 min a temperatura ambiente. Después de retirar el liquido se
afadieron 200 ul de BSA (seroalbumina bovina) al 0,2% en PBST, que se dejé
actuar durante 30 min, tras lo que fue sustituido por 200 ul del Anticuerpo
primario (Abcam) en una dilucion 1:500 en PBST en todos los pocillos menos
en el 5 (TNF-a, control negativo de la técnica), al cual inicamente se le afadid
PBST, y se dej6é 2 h a 37°C.

Transcurridas las 2 h se realizaron 3 lavados de 5 min con PBST, y se
afadio el anticuerpo secundario, inmunoglobulinas de cabra anti-lgG de conejo
(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Manhathan, EE.UU.),
en dilucion 1:400 en PBS, dejandolo reaccionar una hora a temperatura
ambiente. Después se lavdé 5 min con PBS, se dej6o (1 min) con el marcador
fluorescente, para tincion nuclear, DAPI (Sigma-Aldrich), se lavo dos veces (5
min) con PBS vy finalizamos con un ultimo lavado (5 min) con agua destilada.

Eliminada el agua destilada, se retir6 el armazén chamber del portaobjetos y se
le colocd un cubreobjetos con glicergel, para su observacion con un
microscopio de fluorescencia
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4. Resultados

4.1. Analisis de la expresion de SOD por western-blot.

Para llevar a cabo los estudios de expresiéon de SOD2 por western-blot, se
sembraron 250.000 células por pocillo en una placa de 6 y aquellas a las que le
correspondiese se preincubaron con resveratrol (25 pM) durante 30 min y a
continuacion 24 h con IL-1B (5 ng/ml) y TNF-a (10 ng/ml). Se muestra como
ejemplo representativo los resultados obtenidos del experimento SRW-103.

En la Tabla 2 se muestran los niveles de proteina obtenidos tras la
cuantificacion de las proteinas por espectrofotometria. Como se puede
observar, todos los valores se encuentran en torno a los 2 pg/ul, indicativo del
éxito en el desarrollo del protocolo.

Basal 1,98

IL-18 5 ng/ml 2,01

TNF-a 10 ng/ml 2,48

RSV 50 uM 1,89

IL-1B 5 ng/ml + RSV 50 uM 2,00
TNF-a 10 ng/ml + RSV 50 yM 2,45

Tabla 2. Concentracién total de las proteinas en las células del experimento SRW-103,
expuestas a diferentes condiciones. La cuantificaciéon de las proteinas totales se realizé
empleando un espectrofotémetro NanoDrop1000

Como control de carga, para asi normalizar los niveles de expresién de la
SOD2, se empled la expresion proteica de la a-tubulina. Para una mayor
eficacia de la técnica, tras la obtencion de la membrana y teniendo en cuenta el
tamafo de las proteinas de interés, esta se cortd en dos. Empleandose una de
ellas para la deteccién de la SOD2 y la otra para la a-tubulina. La imagen de la
SOD2 se obtuvo tras 1 min de exposicion y como se puede observar, al
extrapolar los diferentes pesos moleculares la sefial de la SOD2 se sitta a la
altura de 18 KDa. En cuanto a la segunda membrana la sefal se obtuvo tras 10
s de exposicién y en correspondencia con el tamafio molecular de la tubulina, a
la altura de 50 KDa (Figura 9).
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Figura 9. Revelados de la membrana de western-blot para la enzima SOD2 (abajo) y la
proteina a-tubulina (arriba). 1-Basal; 2- IL-1p 5 ng/ml; 3- TNF-a 10 ng/ml; 4- RSV 50 uM; 5-
IL-1B 5 ng/ml mas RSV 50 uM; 6- TNF-a 10 ng/ml mas RSV 50 uM.

Ya con las imagenes del revelado se procedié a la cuantificacion de las
bandas y la normalizacion de los resultados, tanto para la SOD2 (Tabla 3)
como para la a-tubulina (Tabla 4). Para poder visualizar mejor los datos, se
dividieron los valores normalizados de SOD2 entre los de a-tubulina (Tabla 5) y
se representaron graficamente (ver Figura 10).

Basal 6.886.569 Basal 1
IL-1B 10.458.075 IL-1B 1,518619069
TNF-a 8.676.004 TNF-a 1,259844198
RSV 5.041.933 RSV 0,732140054
IL-18 + RSV 3.148.326 IL-1B + RSV 0,45716902
TNF-a + RSV 3.236.740 TNF-a + RSV 0,470007634

Tabla 3. Valores de la enzima SOD2. A la izquierda estan los valores absolutos para la
enzima SOD2 y a la derecha los valores normalizados en funcién de las condiciones basales.

Basal 7.417.740 Basal 1
IL-18 5.924.205 IL-18 0,798653633
TNF-a 4.959.255 TNF-a 0,668566841
RSV 4.678.841 RSV 0,630763683
IL-18 + RSV 4.017.012 IL-18 + RSV 0,541541224
TNF-a + RSV 3.965.012 TNF-a + RSV 0,534531003

Tabla 4. Valores de la tubulina. A la izquierda estan los valores absolutos para la tubulina y a

la derecha los valores normalizados en funcién de las condiciones basales.
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Basal 1
IL-1B 1,901473938
TNF-a 1,884395278
RSV 1,160720051
IL-1B + RSV 0,844199849
TNF-a + RSV 0,879289754

Tabla 5. Variaciones de la enzima SOD2 en funcién de los valores de la proteina tubulina.
Dichos valores se han obtenido al dividir los valores normalizados de la SOD2 entre los valores
normalizados de la tubulina.

Expresion de SOD2

1,8 -

1)

1,6 -

1 -
0,8
0,6
0,4
0,2
0 T T T T T

BASALSRW- IL-1b5ng/ml  TNF-a10  RSV50puM RSV 50 uM+ RSV 50 uM +

Ratio proteina SOD2 (basal

103 SRW 103 ng/ml SRW- SRW-103  IL-1b5ng/ml  TNF-a 10
103 SRW-103 ng/ml SRW-
103

Figura 10. Representacion gréfica de las variaciones en los valores de la enzima SOD2
en las células sometidas a diferentes condiciones.

4.2 Analisis de la expresion de SOD2 por inmunofluorescencia

Por otra parte se realizaron los experimentos de la expresion de SOD2 en
células adheridas por inmunofluorescencia, tras un tratamiento con las
citoquinas durante 24 h en presencia o ausencia de RSV.

Como se puede observar en la Figura 11, la fluorescenca roja representa a
intensidad de SOD2, mientas que la fluorescencia azul viene dada por la tincién
con DAPI, identificando de esta forma los nudcleos celulares. Las imagenes
demuestran que la sefial de SOD2 representada por la fluorescencia roja es
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mucho mayor en las condiciones de IL-1B (5 ng/ml) y TNF-a (10 ng/ml) y se ve
considerablemente reducida al preincubar las células con RSV. Asi mismo el
RSV induce una pequeia sefial de SOD2.

NEGATIVO

RSV 25 M

TMF-o 10 ng /ml = fml + RSV 25

I-1p5ng/ml Jmil + RSV

Figura 11. La expresion proteica de SOD2 en sinoviocitos estimulados con IL-1B y TNF-a durante 24 h
en presencia o ausencia de RSV se estudié6 mediante microscopia de fluorescencia. La fluorescencia
roja representa la sefal de SOD2 y la azul los nucleos celulares tefiidos con DAPI.
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5. Discusion

La AR es una enfermedad crénica de la que aun no hay cura conocida, es
por esto que los tratamientos para combatirla han de llevarse a cabo durante el
resto de la vida del paciente. Esto conlleva gastos elevados ademas de que
muchos de los tratamientos empleados en la AR, tienen efectos secundarios
gue terminan resultando perjudiciales para los pacientes.

Esto ha llevado a los investigadores a buscar tratamientos naturales, mas
baratos y con menos efectos adversos, que administrados como co-adyuvantes
en combinacion con los tratamientos existentes, ayuden a combatir los
sintomas o evitar que siga avanzando la enfermedad a fases mas tardias.
Entre estos compuestos se encuentra el RSV un estilbeno al que se le
atribuyen numerosas propiedades beneficiosas, incluidas propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias (10).

En este estudio se analizaronr, in vitro, los efectos del RSV sobre la
expresion de la enzima SOD2 en sinoviocitos de rata. La SOD2 es una de las
enzimas presentes en las células encargadas de reducir los niveles de las ROS
en las células, evitado asi posibles dafios (9). Durante la AR, por efectos de
citoquinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a), se produce un incremento en los
niveles de ROS hasta concentraciones que resultan perjudiciales para las
células de la articulacion, lo que conlleva un incremento de enzimas como la
SOD2 para contrarrestar este aumento en las ROS.

Debido al efecto antiinflamatorio y antioxidativo del RSV, cabria esperar
gue en aquellas células preincubadas con este, tuviesen un descenso en los
niveles de la SOD2 debido a una disminucién en la concentracion de las ROS,
al interferir en la via inflamatoria y oxidativa (5, 15, 16).

En la técnica de western-blot, las células bajo los estimulos de las
citoquinas IL-18 y TNF-a, dos de las principales citoquinas inflamatorias
implicadas en la AR, presentan niveles de SOD2 muy superiores al nivel en las
células basales. Este incremento es un reflejo del aumento de las ROS
promovido por el efecto inflamatorio de las citoquinas. También en la técnica de
inmunofluorescencia se aprecia un claro aumento en la cantidad de enzima
SOD2 presente en las células expuestas unicamente a las citoquinas.

Sin embargo, aquellas células preincubadas con RSV antes de ser
expuestas a las citoquinas, tienen niveles de SOD2 inferiores a aquellas que no
fueron preincubadas con el RSV acercandose de nuevo a los niveles basales
de las células, e incluso llegando a estar por debajo. Esta disminucion en los
niveles de la enzima se pueden observar tanto en los resultados obtenidos
mediante la técnica del western-blot como en los obtenidos mediante
inmunofluorescencia, en la que se puede apreciar una clara disminucién de la
fluorescencia roja, que se corresponde con la enzima.

También se observé que aplicando RSV como Unico estimulo para las
células, se produce un ligero incremento en los niveles de la SOD2. Este efecto
se debe al caracter prooxidativo del RSV, el cual a ciertas concentraciones
promueve una pequefia respuesta prooxidativa al inducir la produccion de
ROS, efecto que se cree que le proporciona su accién antitumoral (17).
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Los resultados obtenidos en este estudio corroboran diversos estudios
previos en los que se habia demostrado el caracter antiinflamatorio y
antioxidante del RSV como posible tratamiento contra la AR. Estos estudios
han sido realizados tanto in vitro en cultivos de sinoviocitos artriticos humanos
(1) y sinoviocitos humanos con disfuncion mitocondrial (7), como in vivo,
administrado de forma oral en modelos animales con artritis inducida por
antigenos (AIA) (1, 10).

6. Conclusion

El resveratrol tiene un efecto modulador en los niveles de la enzima SOD2,
debido a su interferencia en las vias de actuacion de las citoquinas
proinflamatorias (IL-18, TNF-a) y por tanto en la produccion de ROS. Se
evidencia, en este sentido, el caracter antiinflamatorio y antioxidativo del
resveratrol

6.1. Conclusion

O resveratrol ten un efecto modulador nos niveis da enzima SOD2, pola
sua interferencia nas vias de actuacion das citoquinas proinflamatorias (IL-1p,
TNF-a) y polo tanto na reducciéon de ROS. Se evidenciou neste sentido, o
caracter antiinflamatorio e antioxidativo do resveratrol.

6.2. Conclusion

The resveratrol has a modulating effect over the levels of the SOD2
enzyme, because of its interference on the route of action of the proinflamatory
cytokines (IL-1B, TNF-a) and therefore in the production of the ROS. It is
evident the anti-inflammatory and anti-oxidative characteristics of the
resveratrol.
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