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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es uno de los trastornos autoinmunes mas comunes. Se
muestra como una enfermedad crénica, caracterizada por la inflamacion del tejido sinovial
de las articulaciones, siendo capaz de provocar dafios articulares a largo plazo
acompafiados de dolor. Se puede desencadenar por factores genéticos, epigenéticos o
ambientales, teniendo gran influencia el incremento de estrés oxidativo y el propio
envejecimiento. Con este trabajo se busca profundizar en el desarrollo de la respuesta
inmune que caracteriza la artritis reumatoide, por lo que se emple6 la linea celular THP-1
monocitica. Esta es una linea de monocitos de leucemia humana con la que se pueden
observar las funciones de los monocitos/macr6fagos in vitro. Con este fin, se diferenciaron
las células THP-1 a macréfagos a través del inductor forbol-12- miristato-13-acetato
(PMA). Posteriormente, se comprobd la eficacia del lipopolisacérido bacteriano (LPS)
sobre la induccion de la respuesta inflamatoria, utilizandolo como control positivo del
estudio piloto. Para ello, se cuantificaron mediante expresion génica los mediadores
inflamatorios que forman parte del inflamasoma (NLRP3, Caspasa-1 e IL-1B) asi como la
citoquina IL-8, a través de la PCR a tiempo real. También se determind la posible
capacidad de regulacion de la respuesta inflamatoria que tiene el resveratrol, un
compuesto antiinflamatorio natural.

Palabras clave: Artritis reumatoide, inflamacion, linea celular THP-1, lipopolisacarido
bacteriano, resveratrol.

RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é un dos trastornos autoinmunes mais comuans. Mostrase como
unha enfermidade crénica, caracterizada pola inflamacion do tecido sinovial das
articulaciéns, sendo capaz de provocar danos articulares a longo prazo acompafiados de
dor. Pédese desencadear por factores xenéticos, epixenéticos ou ambientais, tendo gran
influencia o incremento do estrés oxidativo e o propio envellecemento. Con este traballo
buscase profundar no desenvolvemento da resposta inmune que caracteriza a artrite
reumatoide, polo que se empregou a lifia celular THP-1 monocitica. Esta € unha lifia de
monocitos de leucemia humana coa que se poden observar as funciéns dos monocitos/
macroéfagos in vitro. Con esta finalidade, diferenciaronse as células THP-1 a macréfagos
a través do indutor forbol-12- miristato-13- acetato (PMA). Posteriormente, comprobouse
a eficacia do lipopolisacarido bacteriano (LPS) sobre a inducion da resposta inflamatoria,
utilizandoo como control positivo do estudo piloto. Para iso, cuantificaronse mediante
expresion xénica os mediadores inflamatorios que forman parte do inflamasoma (NLRP3,
Caspasa-1 e IL-1B) asi como a citoquina IL-8, a través da PCR a tempo real. Tamén se
determinou a posible capacidade de regulacion da resposta inflamatoria que ten o
resveratrol, un composto antiinflamatorio natural.

Palabras chave: Artrite reumatoide, inflamacion, lifia celular THP-1, lipopolisacarido
bacteriano, resveratrol.

ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is one of the most common autoimmune disorders. It is a chronic
disease characterized by inflammation of the synovial tissue of the joints, capable of
causing long-term joint damage accompanied by pain. It can be triggered by genetic,
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epigenetic or environmental factors, being the increase of oxidative stress and ageing itself
a great influence. In this work, we seek to deepen in the development of the immune
response that characterizes rheumatoid arthritis, so the monocytic THP-1 cell line was
used. This is a human leukemia monocyte line with which the functions of
monocytes/macrophages can be observed in vitro. To this end, THP-1 cells were
differentiated to macrophages via the inducer phorbol-12- myristate-13-acetate (PMA).
Subsequently, the efficacy of bacterial lipopolysaccharide (LPS) on the induction of the
inflammatory response was tested by using it as a positive control in the pilot study. For
this purpose, the inflammatory mediators that are part of the inflammasome (NLRPS3,
Caspase-1 and IL-1B) as well as the cytokine IL-8 were quantified by gene expression
through real-time PCR. The possible capacity of resveratrol, a natural anti-inflammatory
compound, to regulate the inflammatory response was also determined.

Keywords: Rheumatoid arthritis, inflammation, THP-1 cell line, bacterial
lipopolysaccharide, resveratrol.
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1. INTRODUCCION

1.1. El estrés oxidativo y el envejecimiento

La poblacion espafiola, al igual que la del resto de Europa, estd envejeciendo (Ramil
GOmez, 2020). Esto es debido al aumento de la esperanza de vida en los ultimos siglos,
como resultado especifico de la mejora en la atencién sanitaria y en la investigacion,
principalmente. El proceso de envejecimiento es un proceso dinamico y cronoldgico,
caracterizado por la acumulacion gradual de dafios en las células, el progresivo deterioro
funcional y una mayor vulnerabilidad a las enfermedades (Luo et al.,, 2020). Se ha
postulado que el estrés oxidativo desempefia un papel importante en el ritmo del
envejecimiento (De Jaeger, 2018). Este tipo de estrés se define como el desequilibrio
existente entre la produccion de especies reactivas oxidantes y la capacidad antioxidante
que presente el organismo. De esta manera, se supera la capacidad del individuo para
neutralizar las especies reactivas y se incrementa su concentracion de forma perjudicial
(Hernando Espinilla, 2020).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Figura 1) desempefian un papel crucial en la
defensa del organismo y en la sefalizacion de rutas, como la proliferacion celular o la
apoptosis, siendo necesaria su produccion a unos niveles controlados (Liguori et al., 2018;
Vaamonde-Garcia y Lopez-Armada, 2019). La célula presenta un sistema de defensa
antioxidante formado por enzimas como la catalasa (CAT), superédxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx), etc. Estas son enzimas detoxificadoras que catalizan el
proceso de conversion de ROS a moléculas menos reactivas (Valcarcel Ares, 2014).
Existe una teoria, la teoria del estrés oxidativo del envejecimiento, que postula que las
pérdidas funcionales asociadas a la edad se deben a la acumulacion de dafio oxidativo en
las macromoléculas. EI mecanismo exacto aun no esta claro, pero probablemente el
aumento de los niveles de ROS conduzca a la senescencia celular (Hernando Espinilla,
2020).
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Figura 1. Esquema representativo de los niveles de ROS y su efecto sobre la salud. Dentro de los
niveles fisioldgicos, las ROS se encuentran en un estado estacionario redox biolégico, facilitando el
mantenimiento de la homeostasis celular (Rango Il). Sin embargo, los niveles de ROS muy bajos (Rango I)
o0 muy altos (Rango lll) con respecto al equilibrio dindmico son considerados estados patolégicos (Imagen
modificada de Luo et al., 2020).
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1.2. La respuesta inflamatoria asociada a la disfuncion mitocondrial y al
lipopolisacéarido bacteriano

La inflamacion es la respuesta del sistema inmunitario a los estimulos nocivos, como los
patdgenos, las células dafiadas, los compuestos toxicos o la irradiacion. Actla eliminando
los estimulos perjudiciales e iniciando el proceso de curacion. Por lo general, durante las
respuestas inflamatorias agudas, los eventos e interacciones celulares y moleculares
minimizan eficazmente la lesion o infeccién inminente (Zhang et al., 2019). Sin embargo,
la inflamacion aguda incontrolada puede volverse crénica, contribuyendo a una variedad
de enfermedades inflamatorias crénicas (Chen et al., 2018). A nivel tisular, la inflamacion
se caracteriza por el enrojecimiento, la hinchazoén, el calor, el dolor y la pérdida de la
funcion tisular, que son el resultado de las respuestas locales de las células inmunitarias,
vasculares e inflamatorias a la infeccion o la lesion (Wang et al., 2020).

La disfunciéon mitocondrial desempefia un papel central en la inflamacion, induciendo la
sintesis de citoquinas y metaloproteinasas de la matriz extracelular (Blanco y Rego-Pérez,
2018). Esto se ha relacionado con varios escenarios patolégicos como las enfermedades
degenerativas y agudas, asi como el proceso de envejecimiento (Vaamonde-Garcia y
Lépez-Armada, 2019). Las mitocondrias dafiadas o disfuncionales liberan alarminas o
DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns). Estas Ultimas son moléculas
endogenas, como las ROS o el ADNmt, reconocidas por el sistema inmunitario y que,
posteriormente, desencadenan una respuesta inflamatoria e inmunitaria. Dependiendo de
la clase de alerta mitocondrial recibida, se inducen diferentes respuestas innatas
(Rongvaux, 2018).

Entre los principales inductores exodgenos de la
respuesta inflamatoria destaca el lipopolisacérido
bacteriano (LPS). Es el principal componente de la
membrana externa de la gran mayoria de las bacterias
Gram negativa (Gram -). Esta formado por una region T ——
de polisacaridos u oligosacéridos que se encuentra _. .

. L, Figura 2: Representacion
anclada a la membrana bacteriana externa. La union .q. ematica de la estructura del
entre dicha region y la membrana bacteriana se |ipopolisacarido bacteriano (LPS),
produce a través de una fraccién lipidica de destacando el principal centro
carbohidrato especifica denominada lipido A. EI inmunoestimulador, el componente
componente lipido A es el principal centro 'P'do A (Imagen de autoria propia
i . i creada con la aplicacion
inmunoestimulador de los LPS (Figura 2) (Gu et al., BioRender.com).

2019; Muiioz-Carrillo et al., 2021).

Las sefiales de peligro (DAMPs, LPS, etc.) activan rutas de sefializacion intracelular,
principalmente a través de los receptores de membrana TLRs (Toll-like receptors),
culminando con la activacién de factores de transcripcion proinflamatorios como el factor
nuclear kB (NF-kB) o la activacion directa del inflamasoma (Geto et al., 2020).

El inflamasoma es un complejo proteico citoplasmico de alto peso molecular, que controla
la activacién de la caspasa-1 inflamatoria, lo que promueve la maduracién de citoquinas
como la interleuquina-1p (IL-1B) y la IL-18, componentes importantes de la respuesta
inflamatoria (Paik et al., 2021). Existen varios inflamasomas, y cada uno de ellos se define
por su proteina sensora, PRR (Pattern Recognition Receptor) capaz de reaccionar ante
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patrones moleculares exdgenos asociados a patdgenos, PAMPs (Pathogen-Associated
Molecular Patterns) y DAMPs (Institute for Molecular Bioscience, 2020). De los cinco
miembros de la familia de PRRs, destaca el NLRP3 (Nucleotide-Binding Oligomerization
Domain-Like Receptor Pyrin Domain-Containing-3) por ser uno de los receptores mejor
caracterizados y por su relevancia en muchas enfermedades inflamatorias y autoinmunes
como la artritis reumatoide (AR). La activacion del complejo inflamasoma requiere dos
sefales (Figura 3) (Biasizzo y Kopitar-Jerala, 2020). Por un lado, en la primera sefial, la
IL-1B y el factor de necrosis tumoral (TNF-a) (ambos mediadores proinflamatorios) se unen
a proteinas transmembrana. Posteriormente se unen a sus respectivos receptores e
inhiben la expresion del inhibidor de NF-xB (IkB). De esta forma, NF-«kB se transloca al
ndcleo y se transcriben los genes proinflamatorios, la pro-IL-1B (inactiva), la pro-IL-18
(inactiva) y el NLRP3 (Zhong et al., 2016; Fernandez-Rodriguez, 2022). Para que la IL-1
y la IL-18 se activen, se precisa de una segunda sefial, producida por agonistas del
NLRP3, que forman el complejo del inflamasoma. Este esta constituido por la proteina
adaptadora ASC (Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing a Caspase-
Recruitment Domain), la caspasa-1 inactiva (pro-caspasa) y el propio NLRP3. Los
agonistas del NLRP3 pueden provocar dafios en la mitocondria, generando entre otros
fenémenos la apariciéon y liberacion de ROS y cardiolipina. La liberacién de estos
compuestos activa el inflamasoma, facilitando el ensamblaje del NLRP3 a través de la
proteina adaptadora ASC y la activacion de la caspasa-1. Esto estimula la activacion y la
maduracion de las interleuquinas IL-1B y la IL-18, que seran liberadas al espacio
intercelular, desencadenando una respuesta inflamatoria (Green et al., 2011; Fernandez-
Rodriguez, 2022).

Ugandes @ Sedal 1 Agonistas @ Sefial 2
TNF-a,IL-18, @ IL-1B
( &5) B? |L-180 ’ Membran celular deiNlRPs @ @
Citoplgsma
. ’ L-18 mad Mitocondria danada
-1B madura
IL-18 mad::a Cardiolipina, ROS, ADN S
mitocondrial oxidado | =3
::t,f \ g ,
7N Caspasa-1 i N
pro-iL-1B .
poi1e@p A\ v
NLRP3
ADN nuclear Inflamasoma NLRP3

Figura 3. Representacion esquematica de las dos sefiales que intervienen en la activacion del
inflamasomay en la produccion de lainflamacion. La sefal 1 (izquierda) da lugar a la activacién de NF-
kB y ala transcripcion de los genes pro IL- 18, pro IL-18 y NLRP3. La sefial 2 (derecha) permite el ensamblaje
del complejo inflamasoma, asi como la activacion de la caspasa-1 que conduce finalmente a la maduracion
y liberacion de la IL-18 y la IL-18 que producen la inflamacién (Imagen de autoria propia creada con la
aplicacion BioRender.com).

En la mitocondria, al activarse los TLRs, se induce la formacién de mas ROS, facilitando
de nuevo la activacién de los TLRs. Como consecuencia, se genera un bucle de



https://sede.udc.gal/services/validation/jNPgEfpxqrFavoa8jB90nQ==

amplificacion de la respuesta inflamatoria inicial, mecanismo que aparece asociado a
muchas enfermedades humanas. Esto revela la conexion existente entre la disfuncion
mitocondrial y las enfermedades inflamatorias crénicas, asi como con el proceso del
envejecimiento (Vaamonde-Garcia y Lopez-Armada, 2019; Paik et al., 2021). En el caso
del LPS, este desencadena la activacion del receptor TLR-4, que a su vez activa factores
de transcripcion como el NF-kB, provocando la liberacion de mas mediadores
inflamatorios. Por esta razon se emplea como control positivo en los estudios de respuesta
inmune (Gu et al., 2019; Mufioz-Carrillo et al., 2021).

1.3. La artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es un trastorno sistémico crénico y autoinmune que se
manifiesta como una inflamacion de las articulaciones sinoviales, lo que conduce a la
destruccion y deformidad de las mismas (Yap et al., 2018). Presenta una distribucion
simétrica, afectando principalmente a las pequefias articulaciones diartrodiales de manos,
pies y rodillas (Valcéarcel Ares, 2014). Aunque la AR no es una enfermedad mortal, en
general, las complicaciones asociadas a ella, como las enfermedades cardiacas y los
problemas respiratorios, pueden disminuir la esperanza de vida (Yap et al., 2018; Scherer
et al., 2020). Las manifestaciones clinicas de la artritis reumatoide aparecen entre los 20
y los 40 afios, con una prevalencia que oscila entre el 0,4% y el 1,3% de la poblacién (Lin
et al., 2020). Es mas comun en las mujeres que en los hombres, con una proporcién de 2-
3:1 (Chen et al., 2019).

A pesar de que la etiologia de la artritis reumatoide todavia se escapa de su completa
comprensién, en los Ultimos afos, se ha hecho evidente que en su desarrollo estan
implicados factores genéticos y epigenéticos. El medio ambiente también desempefa un
papel importante en la evolucion de la enfermedad (exposicién al humo del tabaco o al
polvo) (Scherer et al., 2020). Parece que existe una importante interaccion entre los
componentes del sistema inmunitario adaptativo y el sistema inmunitario innato (Weyand
y Goronzy, 2021). Las células inmunitarias, principalmente las células B, las células T y
los macréfagos, desempefan un papel fundamental en la patogénesis de la AR. Estas
células pueden residir en el tejido sinovial o circular en la sangre periférica (Zhang et al.,
2019). Las células B segregan proteinas fisioldgicamente importantes, como el factor
reumatoide (FR), los anticuerpos contra las proteinas citrulinadas (ACPAS) y las citoquinas
proinflamatorias que favorecen la AR. Todos estos pueden ser empleados como
biomarcadores de la AR (Sanmarti y Gémez-Puerta, 2011). En la AR, la funcién principal
de las células T es activar los macréfagos vy los fibroblastos, transformandolos en células
destructoras de tejidos (Maeda et al., 2022). Al igual que las células T y B, los macréfagos
activados producen una variedad de citoquinas y quimiocinas que favorecen la inflamacion
en las articulaciones (Nature Video, 2016; Yap et al., 2018).

Durante el progreso de la AR, se produce una alteracion en la compaosicion, morfologia y
funcion del tejido sinovial. Este es un tejido conjuntivo altamente especializado que
recubre el interior de la cdpsula articular y produce el liquido sinovial, manteniendo la
articulacion lubricada (Valcarcel Ares, 2014). En un intento de reforzar la importancia del
diagnostico precoz y de la instauracion de un tratamiento farmacoldgico dirigido lo antes
posible, se ha sugerido una clasificacion en 4 etapas: fase desencadenante, con
individuos genéticamente predispuestos a la AR expuestos a diversos desencadenantes
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ambientales; fase de maduracion, en individuos sin sinovitis pero positivos para ACPA,;
fase de focalizacion, en individuos seropositivos a los ACPA con artralgia; y enfermedad
fulminante, caracterizada por una AR establecida (Yap et al., 2018; Fonseca et al., 2019).
Las manifestaciones clinicas de las primeras fases de la AR son el edema tisular, la
proliferacion vascular y la hiperplasia sinovial. Esto ocurre debido a que los linfocitos que
se hayan en la membrana sinovial se activan. Como consecuencia, se liberan mediadores
proteicos proinflamatorios (citoquinas), que aumentan la respuesta inflamatoria de células
residentes del tejido (osteoclastos, sinoviocitos, condrocitos) y reclutan células no
residentes (monocitos y macréfagos) desencadenando deterioro articular. En las fases
mas avanzadas de la AR (AR establecida), aparece una inflamacion articular persistente
y dafios en la articulacion provocados por la proliferacion de fibroblastos del tejido sinovial,
asi como por el trafico de linfocitos T y B, neutréfilos y monocitos hacia la membrana
sinovial (Wei et al., 2021; Weyand y Goronzy, 2021). La inflamacién también provoca una
hipertrofia de la membrana, dando lugar a un tejido anormal denominado pannus, que
invade y destruye las estructuras articulares locales. Las células del pannus de la AR
expresan citoquinas proinflamatorias, quimiocinas y metaloproteinasas de matriz que
contribuyen a la destruccién progresiva del cartilago y el hueso (Figura 4) (Nucleus
Medical Media, 2014; Edilova et al., 2021).

La AR también est4 relacionada con un incremento en el estrés oxidativo. Este contribuye
al inicio y al establecimiento de un entorno proinflamatorio para los pacientes que
presenten AR. En condiciones fisiologicas, la produccion y la eliminacion de ROS debe
mantenerse en un equilibrio dindmico. Sin embargo, en condiciones patolégicas (Figura
4), estas moléculas, son producidas a gran velocidad por los neutréfilos articulares, los
monocitos y los macrofagos, siendo capaces de dafar diferentes estructuras celulares
(Fonseca et al., 2019).
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Figura 4. Representacion esqueméatica de las diferencias entre las caracteristicas de una articulacion
normal (izquierda) frente a una artritica (derecha) (Imagen modificada de Fonseca et al., 2019).

Dado que la AR es una enfermedad cronica, los tratamientos se centran en aliviar el dolor,
prevenir o limitar el dafio articular, mejorar o preservar la funcién de las articulaciones y
optimizar la calidad de vida. Los medicamentos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad (DMARDSs) son actualmente la primera linea de tratamiento de la AR.
Funcionan modulando varios aspectos inmunitarios e inflamatorios que causan las
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manifestaciones clinicas de la AR. El farmaco antirreumatico modificador de la
enfermedad (FAME) mas utilizado es el metotrexato (MTX) (Guo et al., 2018; Fonseca et
al., 2019).

1.4. Tratamiento antioxidante natural

La comunidad cientifica pone de manifiesto la importancia que presentan ciertos
compuestos derivados de las plantas y los hongos, por su capacidad de atenuar los
sintomas de la AR y de otras enfermedades inflamatorias. Estos reciben el nombre de
antioxidantes naturales, por ser capaces de disminuir los niveles de estrés oxidativo
(Castro et al., 2021). Uno de ellos es el resveratrol OH
(trans-3,4",5-trihidroxiestilbeno) (Figura 5), un polifenol
natural que aparece en multiples frutos rojos como los HO
arandanos o las grosellas, asi como en los cacahuetes.

Su mayor concentracion se encuentra en semillas de
uvas rojas, o en su principal derivado, el vino tinto
(Zimmermann-Franco et al., 2018; Castro et al., 2021).

El resveratrol se puede presentar como isomero cis Figura 5. Estructura quimica del
o trans, siendo este Ultimo la forma isomérica mas isomero trans-resveratrol (Gambini et
predominante y estable (Truong et al., 2018). al., 2013).

Los estudios clinicos en humanos con resveratrol son reducidos, sin embargo, existe una
amplia lista que muestra sus beneficios en estudios in vitro y en modelos animales
(Zimmermann-Franco et al., 2018; Castro et al., 2021; Chhabra et al., 2021; Fernandez-
Rodriguez, 2022). Entre los efectos beneficiosos que se mencionan en estos trabajos se
encuentra su capacidad antioxidante, cardioprotectora, neuroprotectora, antitumoral y
antiinflamatoria.

2. OBJETIVOS

El propésito de este trabajo es profundizar en el desarrollo de la respuesta inmune que
caracteriza a la artritis reumatoide. Asi, sus principales objetivos son:

1) Inducir la respuesta inflamatoria empleando el estimulo positivo lipopolisacéarido
bacteriano en la linea celular de monocitos THP-1 y valorar la posible respuesta
inflamatoria mediante cuantificacién de mediadores inflamatorios.

2) Evaluar la accién de un tratamiento antiinflamatorio natural (resveratrol) sobre la
modulacién de la respuesta inflamatoria en la linea celular de monocitos THP-1.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cultivo celular
La manipulacion directa de las células se llevo a cabo bajo condiciones de esterilidad en
una campana de cultivo de flujo laminar.

3.1.1. Obtencidon de muestras de cultivo celular
Para la realizacién de este trabajo, se ha empleado la linea celular THP-1 monacitica
humana (Figura 6). Es una linea comercial que se ha adquirido en la ATTC (American
Type Culture Collection). Se mantuvo en la estufa a 37°C en un frasco de cultivo de 275
mL con 30 mL del medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI), enriquecido
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con un 10% de suero bovino fetal (SBF) inactivado, 100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL
de estreptomicina (Gibco BRL, Paisley, UK).

o

Figura 6. Linea celular THP-1 monocitica humana en suspensién. La imagen fue tomada en un
microscopio invertido a una magnificacién de 10x. La barra de escala equivale a 100 um (Imagen de autoria

propia).

3.1.2. Contaje de células y cambios de medio de cultivo

Para el correcto desarrollo de los experimentos, hubo un importante proceso de
mantenimiento de la linea celular. Se realizaron cambios del medio de cultivo dos dias a
la semana, manteniendo un volumen de 30 mL en el frasco de cultivo de las THP-1. Una
vez a la semana, se llevo a cabo el contaje de células. Para ello, se partiéo de 1 mL del
cultivo de la linea celular. Posteriormente, con ayuda de una pipeta Pasteur, se depositd
una gota de la suspension anterior en una camara de Neubauer, que es un instrumento
empleado para el recuento de células. Una vez hecho el recuento, se realizaron los
célculos para saber que volumen de la suspension de la linea celular de partida era
necesaria para hacer un pase de la misma con una ratio minima de 2x10° células/mL. Este
volumen se tomé del frasco de cultivo inicial y se pasé a un tubo falcon, para centrifugarlo
durante 5 min a 300 g. El contenido del falcon se depositd en un nuevo frasco de cultivo
de 275 mL, afadiendo tanto medio de cultivo como fuese necesario hasta alcanzar los 30
mL.

3.1.3. Diferenciacion de THP-1y sembrado de células
Para la diferenciacién de los monocitos (Figura 6) a macréfagos (marcadores especificos
de la inflamacion) se tomaron 20 mL de volumen de células y se centrifugaron a 300 g
durante 5 min en un falcon. Una vez realizada la centrifugacion, se decant6 el
sobrenadante (restos de medio) y se trabajoé con el pellet. A este se le aplicaron unos
golpes para deshacerlo y posteriormente, se resuspendié en 10 mL de medio, el mismo
gue se habia empleado para el cultivo de las THP-1.

El siguiente paso fue afadir un inductor de la diferenciacion de monocitos, el forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA), a una concentracion de 0,5 yM. Una vez realizado esto, se
pasé todo el contenido del falcon a un frasco de cultivo de 50 mL y se dejé incubar durante
3 h en la estufa a 37°C. Transcurrido este tiempo, se vertid de nuevo el contenido del
frasco de cultivo en un falcon y se centrifugo, repitiendo el proceso anterior.

A continuacion, se realiz6 el contaje de células, con el procedimiento explicado en el
apartado 3.1.2. La confluencia buscada fue del 80%, siendo la ratio minima de 2x10°
células/mL, y necesitando alcanzar el de 1x108 células/mL. Cuando se obtuvo esto, se
procedio a la deplecion del medio de cultivo, reduciendo la concentracion de SBF al 2%.
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Este porcentaje tan bajo hace que las células se mantengan en un estado quiescente,
cesando la tasa de division celular.

El siguiente paso fue el de sembrado en una placa de 6 pocillos. EI nUmero de placas
utilizadas depende del nimero de condiciones experimentales que se vayan a realizar. En
este caso se emplearon 3 placas, teniendo un total de 1,2x107 de células. Se tomaron 2
mL del medio deplecionado (volumen de suspensién necesario para contener 1x10°
células) y se depositaron en cada uno de los pocillos de la placa. Se dejé reposar hasta el
dia siguiente en la estufa a 37°C.

3.1.4. Estimulacion celular
Cuando las células se encontraban diferenciadas y sembradas, se mantuvieron en la
estufa durante 24 h, en medio de cultivo deplecionado RPMI 2% de SBF inactivado. En el
momento de la estimulacidn, se retiré todo el medio utilizado para sembrar en las placas.
A continuacién, se deposité 1 mL por pocillo del mismo medio deplecionado anterior.
Finalmente, se emplearon los siguientes tratamientos para estimular la respuesta
inflamatoria en las células:

» BASAL: Las células de los pocillos correspondientes a la categoria BASAL no son
tratadas con ningun tipo de estimulo, actuando como control.

» LPS: Las células de los pocillos correspondientes a la categoria LPS son tratadas
con lipopolisacarido (LPS), componente de la membrana externa de las bacterias
Gram — que desencadena la respuesta inflamatoria. Se utilizé6 a una concentracion
de 1 yg/mL.

» LPS+Resveratrol: Las células de los pocillos correspondientes a la categoria
LPS+Resveratrol son tratadas con una mezcla de lipopolisacéarido bacteriano junto
con el antioxidante natural resveratrol. Se utiliz6 una concentracion de LPS de 1
Mg/mL y una concentracion de resveratrol de 50 pM.

El tiempo de estimulacion empleado en los experimentos destinados a los estudios de
expresion del ARNm de marcadores inflamatorios (IL-8, IL-13, Caspasa-1 y NLRP3) fue
de 6,18y 24 h.

3.2. Estudios de expresion génica

La expresion génica de los marcadores inflamatorios IL-8, IL-13, Caspasa-1 y NLRP3, se
analiz6 mediante PCR a tiempo real. Esta técnica combina la amplificacion y la deteccion
en un mismo paso, al correlacionar el producto de PCR obtenido en cada uno de los ciclos
con una sefal de intensidad de fluorescencia. A continuacion, se detalla la técnica
empleada.

3.2.1. Extraccion y cuantificacién de ARNm
El ARN empleado en los experimentos se aislo a partir de las células sembradas en placas
de 6 pocillos (1x10°8 células/pocillo). Para la extracciéon del ARN celular se empleé el
reactivo TRIzol Reagent® (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este es
una solucion monofasica de fenol y tiocianato de guanidina que permite el lisado celular y
la extraccion de ARN total mientras que inhibe de forma efectiva la actividad ARNasa. Las
células se lavaron 2 veces con suero salino frio y se les afiadié 300 L de TRIzol Reagent.
Se dejaron 5 min incubando en agitacion constante. A continuacién, se recogi6 el
homogenado y se deposité en su correspondiente tubo eppendorf, afiadiendo 60 uL de
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cloroformo, lo que permitié la separacion en una fase acuosa (donde se encuentra el ARN)
y en una fase organica. Una vez realizado esto, se centrifugaron los tubos a 12000 g
durante 15 min a 4°C. Se recogi6 la fase acuosa en nuevos tubos, y se provoco la
precipitacion del ARN mediante la incubacion con 150 pL de isopropanol. Se realizé una
nueva centrifugacion, a 12000 g durante 5 min y a 4°C. Por ultimo, se descarto el
sobrenadante y se realizaron 2 lavados del ARN con etanol 70% y etanol 100%. Se dej6
secar antes de poder disolver el precipitado en 8 L de agua libre de ARNasas a 55°C.

La cuantificacion de la concentracién del ARN obtenido se llevé a cabo empleando el
espectrofotometro  NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) midiendo su
absorbancia a 260 nm. La pureza de la muestra se determiné a partir de la ratio entre la
absorbancia a 260 nm y 280 nm (Azeoi280). Otro indicador de pureza empleado fue la ratio
260/230.

3.2.2. Retrotranscripcion de ARNm a ADNc

La retrotranscripcion se realiz6 empleando el NZY First Strand cDNA Synthesis Kit
(NZYTech), siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI ADNc se sintetizé a partir
de 500 ng de ARN (muestras con tiempos de estimulacion de 6 hy 24 h) y de 1 ug de
ARN (muestras con tiempo de estimulacion de 18 h). Para ello, se preparé la reaccion
afiadiendo 10 pL de tampén 2X (cebadores oligo-dTis, hexameros al azar, MgClz y
desoxinucleétidos trifosfato) y 2 uL de una mezcla enzimatica de transcriptasa inversa
(ARNasa H) y un inhibidor de ribonucleasa (evitando la degradacion del ARN ante una
potencial contaminacion por ribonucleasas). A continuacion, la mezcla de reaccion se llevo
hasta 20 uL con agua libre de ARNasas y se introdujo en un termociclador. Mediante un
programa de incubacion durante 30 min a 50°C se produjo la reaccion de
retrotranscripcién. Seguidamente, se calentd la muestra durante 5 min a 85°C para la
inactivacion de la enzima. Por Gltimo, se afiadié 1 uL de ARNasa H (E. coli) y se incub6
durante 20 min a 37°C para degradar las impurezas de ARN tras la sintesis de ADNc
(pueden interferir en el proceso de la PCR a tiempo real). Las muestras se almacenaron
a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

3.2.3. PCR atiempo real (qPCR)
Las muestras se sometieron a una PCR a tiempo real empleando LightCycler® 480
Instrument Il (Roche, Basilea, Suiza). La reaccion se llevé a cabo afiadiendo 10 pL de la
mezcla de reaccion descrita en la Tabla 1 a cada uno de los pocillos que constituyen una
placa opaca de PCR de 96 pocillos, especifica para el aparato LightCycler® 480.

Tabla 1. Composicion de la mezcla de reaccién de la gqPCR. Los cebadores se utilizaron a una
concentracion final de 0,7 pM cada uno, y la solucion madre de estos cebadores estaba a una
concentracion de 20 uM (Tabla de autoria propia).

Componentes de la mezcla de reaccion de la gPCR Volumen (pL)

Mezcla de reaccion para sondas UPL 2X (LightCycler® 480 Probes Master) 5,00
Cebador sentido 0,35
Cebador antisentido 0,35
Sonda UPL 0,10
Agua libre de ARNasas 2,20
ADNCc 2,00
[ o )
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Para la realizacion de la gPCR, se emplearon las sondas UPL (Universal Probe Library;
Roche). Estas son sondas fluorescentes de tipo TagMan de 8 o0 9 nucledtidos de longitud.
Poseen dos fluoréforos, un reportero unido al extremo 5” y un apagador (quencher) en el
extremo 3' que evita la emision de fluorescencia por parte del fluoréforo. De esta forma,
cuando la sonda esta intacta, la fluorescencia del reportero es suprimida casi por completo
por el quencher. Cuando la sonda se hibrida con su secuencia de ADN diana del gen de
interés, se escinde por la actividad exonucleasa 5°-3" de la Taq polimerasa, eliminando
uno de los extremos y alejando el quencher del reportero. De esta manera se produce la
emisién de fluorescencia.

Una vez que la placa se encontraba cargada adecuadamente, se realiz6 la qPCR,
siguiendo el protocolo de amplificacién detallado en la Tabla 2:

Tabla 2. Protocolo de amplificacion empleado pararealizar la qPCR con sondas UPL (Tabla de autoria
propia).

Pre-incubacién

1 95°C 10 min Activacion de la FastStart Tag ADN Polimerasa
Amplificacion
95°C 10s Desnaturalizacion derias dobles cadenas de ADN
50 60°C 30s Alineamiento de _Ios cebadores con su secugncia
complementaria del ADN de cadena sencilla
72°C 1s Elongacién o sintesis de la nueva cadena de ADN
1 40°C 20s Enfriamiento

Los cebadores especificos para los genes validados por este método, junto con la sonda
correspondiente a cada par de oligos fueron diseflados utilizando la herramienta
informatica “Universal Probe Library Assay Design Center”
(https:/llifescience.roche.com/en_es.html; Roche). El disefio fue optimizado para
longitudes comprendidas entre los 20 y 26 nucleétidos (nt) y unas temperaturas de
anillamiento de 59-60°C, con un contenido en guanina/citosina de aproximadamente 50%
y una longitud de amplicén no superior a 120 nt.

La relaciéon de los genes analizados se expone en la Tabla 3, asi como los cebadores y
las sondas UPL utilizados. La expresion génica de cada uno de ellos se normalizé
tomando como gen de referencia el TBP (TATA-binding protein), puesto que no se modula
bajo ninguna de las condiciones estudiadas. Cada muestra se amplificé por duplicado,
expresando los resultados finales como la ratio de incremento respecto a la condicion
basal (normalizado a 1).
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Tabla 3. Listade cebadores y sondas empleadas parala obtencion de los productos de amplificacion
de interés (Tabla de autoria propia).

Cebadores
Descripcion (sentido y antisentido) Sonda UPL

5-3

S GCCCATAGTGATCTTTGCAGT
IL8 Interleuquina-8 #72
A ATGGTTCCTTCCGGTGGT
: S TACCTGTCCTGCGTGTTGAA
IL1B Interleuquina-1 beta #78
A  TCTTTGGGTAATTTTTGGGATCT

Caspasa-1, una cisteina S CCAGGACATTAAAATAAGGAAACTGT

CASP1 peptidasa relacionada con #4
A CCAAAAACCTTTACAGAAGGATCTC

la apoptosis
L S CACGTGTTTCGAATCCCACT
NLRP3 Criopirina A AACCCATCCACTCCTCTTCA #r2
8P Proteina de union atata S GCCCATAGTGATCTTTGCAGT s
roteina de union a A CGCTGGAACTCGTCTCACTA

3.3.Analisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo de los datos obtenidos, calculando la media de las
réplicas, la desviacion tipica y el error tipico. Los resultados se expresan en graficos de
barras, incluyendo las barras de error cuya longitud hace referencia al error estandar de
la media. No se ha realizado un analisis inferencial estadistico debido al bajo tamafio
muestral.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Diferenciacion de los monocitos de lalinea celular THP-1 a macréfagos mediada
por PMA

La diferenciacion a macrofagos de las células monociticas se llevé a cabo empleando el
forbol-12- miristato-13-acetato (PMA), a una concentracion de 0,5 pM (Figura 7A). Esta
concentracion esta consensuada en la literatura cientifica, para que no pueda regular al
alza las expresiones de algunos genes en los macréfagos diferenciados. Si esto ocurriese,
anularia los aumentos de expresién génica inducidos por otros estimulos, imposibilitando
continuar con el estudio u ofreciendo unos resultados alejados de la realidad (Daigneault
et al., 2010; Chanput et al., 2014; Feuerer et al., 2022). Una vez transcurridas 3 h de
tratamiento con PMA en la estufa a 37°C, los monocitos se diferencian a macréfagos, un
tipo celular clave en la respuesta inflamatoria (Figuras 7B y 7C). Posteriormente, los
macréfagos bajo la influencia del estimulo proinflamatorio LPS se vuelven altamente
especializados, con un fenotipo y funcién determinada.

A pesar de que para este estudio se haya empleado el inductor de la diferenciacion PMA,
existen otros tratamientos diferentes como la 25-dihidroxivitamina D3 (vD3) o el factor
estimulante de colonias (M-CSF), siendo el mas estandarizado el PMA (Chanput et al.,
2014).
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Figura 7. Induccién de la diferenciacion en lalinea celular THP-1 monocitica humana a macrofagos
mediada por PMA. Las imagenes fueron tomadas en un microscopio invertido a una magnificacion de 10x
(Ay B) y de 40x (C). La barra de escala equivale a 100 um. (A) Linea celular THP-1 en suspension. (B)
Macréfagos diferenciados a partir de la linea celular THP-1. (C) Representacion en detalle de los
macrofagos diferenciados a partir de la linea celular THP-1 (Imagenes de autoria propia).

Si se comparan citolégicamente los macrofagos diferenciados por PMA con los monocitos,
se pueden apreciar diferencias claras, atendiendo a caracteristicas morfolégicas y de
adhesién. La méas notable fue el incremento del tamafio de las células tratadas con PMA
(Figuras 7A 'y 7B). Se observo una reduccion en la relacion nucleo-citoplasma, debido a
un aumento del volumen citoplasmatico en las células diferenciadas. Como se esperaba,
los macréfagos derivados de monocitos humanos aumentaron su volumen citoplasmatico
en comparacion con los monocitos (Figura 7C). Por otra parte, también se aprecio un
aumento de la adherencia de las células. Las THP-1 sin tratar presentaban un crecimiento
en suspension, sin adhesién, mientras que en las tratadas ocurria todo lo contrario. Estas
maostraron un crecimiento en monocapa, estableciéndose una adhesién firme al frasco de
cultivo. Estas diferencias también fueron observadas en otros estudios, obteniéndose los
mismos resultados (Daigneault et al., 2010; Chanput et al., 2014; Feuerer et al., 2022).

Las diferencias expuestas tienen un caracter visual, puesto que para describirlas se ha
empleado Unicamente el microscopio invertido. Si se quisiesen explicar otras diferencias
como la granularidad celular, o profundizar mas en la morfologia, seria necesario el
empleo de técnicas como la citometria de flujo (Daigneault et al., 2010), no siendo este el
objetivo del trabajo.

4.2. Efecto del LPS sobre la produccién de citoquinas y su modulacion por el
resveratrol en la linea celular THP-1 monocitica humana

La expresion génica de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-8) y de mediadores
inflamatorios (Caspasa-1 y NLRP3) fue analizada en células THP-1 diferenciadas a
macréfagos, para los tiempos de 6 h, 18 h 'y 24 h. Los resultados se expresaron como la
media de dos réplicas por tratamiento junto con la barra de error. En el andlisis, los niveles
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de expresion de ARNm de los genes de las citoquinas y de los mediadores inflamatorios
se determinaron por una gPCR. Para ello fue necesario estimular las células en tres
condiciones diferentes: Basal, LPS (1 pg/mL) y LPS+Resveratrol (1 pg/mL y 50 uM,
respectivamente), posteriormente extraer el ARNm y realizar una retrotranscripcion. La
condicién Basal actia de control, puesto que las células no son tratadas con ningun
estimulo. De esta forma, en los resultados de la qPCR, se podra apreciar el incremento
relativo de la expresion de ARNm de los diferentes mediadores al ser estimulados,
tomando el control como referencia. La condicién LPS actlia como control positivo, puesto
gue induce en las células la respuesta inflamatoria, siendo este uno de los objetivos del
estudio, observdndose que aumenta la expresion de ARNm de los diferentes mediadores
inflamatorios (Figuras 8, 9 y 10). La condicion LPS+Resveratrol tiene como funcion
determinar si el compuesto antioxidante y antiinflamatorio resveratrol es capaz de modular
la respuesta inmune desencadenada por el estimulo positivo LPS. Este seria otro de los
objetivos del estudio, apreciandose una disminucion clara en la expresion de ARNm de
los mediadores (Figuras 8, 9y 10).

Cuando se tratan las células con LPS durante 6 h, se confirma que este actiia como control
positivo, induciendo la respuesta inflamatoria de los macréfagos (Figura 8). Si se compara
la condicion LPS en los diferentes mediadores con el Basal normalizado a 1, se observa
un claro incremento de la expresion de ARNm de todos los genes inflamatorios evaluados.
En este caso, se puede apreciar como las mayores expresiones de ARNm corresponden
con la citoquina IL-1p (Figura 8A) y la IL-8 (Figura 8D), y las menores expresiones se
corresponden con la Caspasa-1 (Figura 8B) y el NLRP3 (Figura 8C). Estos resultados son
esperables, puesto que la liberacion de las citoquinas (IL-1B y IL-8, en este caso)
constituye la primera barrera inflamatoria de defensa del organismo, siendo estas mismas
capaces de viajar a otras células (de los macréfagos a células dendriticas, fibroblastos,
etc.) e inducir la liberacién de mas citoquinas. Es probable que la mayor expresion de la
IL-1B en comparacién con los otros mediadores esté relacionado con la ruta de activacion
del inflamasoma NLRP3 (Figura 3, sefial 1). La liberacion inicial de la IL-1f3 induce la
activacion de TLRs especificos de la membrana de los macréfagos, los cuales, por la ruta
explicada en la Figura 3 activan la expresion del inflamasoma NLRP3. Este participa en la
activacion de la Caspasa-1, y ambos van a originar la forma madura de la IL-1,
liberandose al exterior de la célula. Asi, esta podria ser una de las razones por las que los
mayores niveles de expresion de ARNm se aprecian en la IL-18 y los menores en la
Caspasa-1y el NLRP3.

Cuando las células se estimulan durante 18 h 'y 24 h con el tratamiento LPS (Figuras 9y
10), se observa el mismo patron de expresion de ARNm de los marcadores inflamatorios
gue el descrito previamente para las 6 h. De esta manera, la IL-1p (Figuras 9Ay 10A) y la
IL-8 (Figuras 9D y 10D) son las que presentan mayores niveles de expresion, mientras
gue la Caspasa-1 (Figuras 9B y 10B) y el NLRP3 (Figuras 9C y 10C) tienen una expresion
menor. Para cualquiera de los tres tiempos (Figuras 8, 9 y 10), el tamafio del error estandar
de IL-183 e IL-8 es pequefio, lo que quiere decir que, a pesar de tener un tamafio muestral
bajo, no existe mucha variabilidad entre los datos. En cambio, el tamafio del error estandar
es mayor en la expresion del marcador Caspasa-1 (Figuras 8B, 9B) para las 6 hy 18 h.
Esto también ocurre con el marcador NLRP3 para cualquiera de los tres tiempos (Figuras
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8C, 9C y 10C), lo que indica que la dispersién en los valores obtenidos es mayor, pero no
tiene por qué estar relacionado con la menor expresion de ARNm de estos marcadores.

En el caso del resveratrol, las células que se encuentran bajo la accion de la combinacién
de este estimulo con el LPS son capaces de reducir la respuesta inflamatoria que se
desencadena. Este tratamiento solo fue aplicado para los periodos de 6 hy 18 h (Figuras
8y 9), por ser los tiempos en los que mejores resultados se obtenian. A priori, no parece
que este tratamiento tenga una mayor influencia sobre unos mediadores u otros, no siendo
especifico de ninguno de ellos (reduce en todos menos del 50 % de la respuesta inmune
desencadenada por el LPS). El efecto del resveratrol es relativamente proporcional al nivel
de inflamacion que se produce, siendo este mas apreciable cuanto mayor sea el grado de
la inflamacion. Si se compara la disminucion de la expresion de la IL-1B (Figuras 8A 'y 9A)
y la IL-8 (Figuras 8D y 9D) con la Caspasa-1 (Figuras 8B y 9B) y el NLRP3 (Figuras 8C y
9C), tanto en 6 h como en 18 h, se puede observar que esta ocurre en una ligera mayor
proporcién en la IL-18 y en la IL-8. De todas formas, debido a que el tamafio muestral es
reducido, no se puede asumir que este patrén de disminucidon se cumpla para otras
observaciones con otros tiempos diferentes. Al igual que ocurria en el caso anterior, para
cualquiera de los dos tiempos (Figuras 8 y 9), el error estandar es pequefio, siendo este
mayor en la Caspasa-1 (Figuras 8B y 9B) y en el NLRP3 (Figuras 8C y 9C).

Resultados similares a los obtenidos aparecen en los estudios de Jiang et al. (2016) y
Feuerer et al. (2022), en los cuales también emplean el LPS como control positivo de la
inflamacion y hacen uso de otros estimulos proinflamatorios como el IFN-y o el TNF- a.
Como agente que regula la respuesta inflamatoria también emplean el resveratrol, entre
otros moduladores.
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Figura 8. Expresion de ARNm de los distintos marcadores inflamatorios tras 6 h expuestos a las
condiciones Basal, LPS y LPS+Resveratrol. La expresion de ARNm se muestra como un incremento
relativo de la de la IL-18 (A), de la Caspasa-1 (B), del NLRP3 (C) y de la IL-8 (D) ante los estimulos LPS y
LPS+Resveratrol frente al Basal (Gréaficos de autoria propia).
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Figura 9. Expresion de ARNm de los distintos marcadores inflamatorios tras 18 h expuestos a las
condiciones Basal, LPS y LPS+Resveratrol. La expresion de ARNm se muestra como un incremento
relativo de la de la IL-18 (A), de la Caspasa-1 (B), del NLRP3 (C) y de la IL-8 (D) ante los estimulos LPS y
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Figura 10. Expresion de ARNm de los distintos marcadores inflamatorios tras 24 h expuestos a las
condiciones Basal y LPS. La expresion de ARNm se muestra como un incremento relativo de la de la IL-
1B (A), de la Caspasa-1 (B), del NLRP3 (C) y de la IL-8 (D) ante el estimulo LPS frente al Basal (Gréficos
de autoria propia).

A pesar de que, para los tres tiempos, el LPS actie como control positivo aumentando los
niveles de expresion de ARNm de los diferentes marcadores inflamatorios, este no lo hace
de la misma forma. Haciendo una representacion gréfica en la que se tenga en cuenta la
variacién con respecto al tiempo, se puede apreciar como, a media que pasan las horas,
la respuesta inflamatoria que se produce es menor, para cualquiera de los cuatro
marcadores (Figura 11). A priori, pareceria I6gico que, cuanto mas tiempo estuviesen las
células bajo la influencia del estimulo inflamatorio, mayor expresién de los marcadores de
la inflamacion habria, pero no es asi. Esto puede deberse a varias causas. Una de ellas
podria ser que, a partir de un momento dado, en las células se activen mecanismos de

( 1
1 ® )
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proteccién ante el LPS y de regulacion de la infamacién, que hacen que se reduzca la
expresion de los mediadores inflamatorios, al reducir la capacidad inflamatoria del LPS.
Por otra parte, la propia capacidad del LPS de desencadenar la respuesta inflamatoria a
una concentracién de 1 ug/mL, se puede ver comprometida con el paso del tiempo,
teniendo por lo tanto una actividad mayor a bajos tiempos de estimulacién. En el gréafico
de barras (Figura 11) se puede observar que, al igual que en los casos anteriores, los
mayores niveles de expresion de ARNm son los de la IL-1B y la IL-8, respectivamente
(Figuras 11A, 11D), mientras que los menores son los de la Caspasa-1 y el NLRP3
(Figuras 11B, 11C), existiendo un solapamiento de estos dos ultimos (valores de expresion
muy préximos). Este solapamiento puede deberse a que ambos marcadores de la
inflamacion estan involucrados en la maduracion y liberacién de la IL-1, observandose
valores de expresion muy similares. En lo que respecta al resveratrol (Figura 11), la
actividad antioxidante del mismo también disminuye, en consonancia con la respuesta
inflamatoria inducida por el LPS, como se explicaba en los gréaficos anteriores.
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Figura 11. Variacion temporal de la expresion de ARNm de cada uno de los distintos marcadores
inflamatorios en 6 h, 18 h y 24 h al ser expuestos a las condiciones Basal, LPS y LPS+Resveratrol.
Se muestra como varia la expresion de ARNm de la IL-13 (A), de la Caspasa-1 (B), del NLRP3 (C) y de la
IL-8 (D) a lo largo de los tiempos indicados (Graficos de autoria propia).

Con estos resultados se corroboré que la linea celular THP-1 monocitica humana producia
una respuesta positiva ante un estimulo proinflamatorio, el LPS. También se observo
como el resveratrol era capaz de modular la respuesta inflamatoria, reduciendo los niveles
de los mediadores inflamatorios IL-8, IL-1B8, Caspasa-1 y NLRP3 que son los que
intervienen en la respuesta inmune que caracteriza a la AR.

La AR es uno de los trastornos inflamatorios crénicos mas comunes. Se caracteriza por
una poliartritis simétrica y erosiva, resultante de una sinovitis crénica, es decir, una
inflamacion de la membrana sinovial. Esta va a ser impulsada por la infiltracion de células
inmunitarias, incluidas las células de la inmunidad innata y adaptativa. A su vez, la
inflamacion conduce a la proliferacion de las células estromales residentes en la sinovia
(sinoviocitos), lo que provoca el engrosamiento de la capa intima, acompafiado del
crecimiento de nuevos vasos sanguineos (Yap et al., 2018; Fernandez-Rodriguez, 2022).
Estos van a facilitar la perpetuacion de la respuesta inflamatoria mediante la entrada de
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mas células inflamatorias procedentes de la circulacion sistémica. Los procesos descritos
son mecanismos patogenéticos bien establecidos de la AR. En los Ultimos afios, se han
acumulado amplios conocimientos sobre los mediadores celulares y moleculares
implicados (algunos se representan en las figuras 8, 9, 10, 11), lo que ha permitido el
desarrollo de tratamientos muy especificos (Ait Eldjoudi et al., 2022). Estos se dirigen, por
ejemplo, contra mediadores solubles como el TNF-q, la IL-6, la IL-8, la IL-1[, células
inmunitarias como los linfocitos B, moléculas coestimuladoras y, mas recientemente, vias
de sefalizacién intracelular (como la explicada en la Figura 3). Estas terapias biolégicas
(tratamientos de origen biolégico) dirigidas pueden ser muy eficaces y han transformado
el tratamiento clasico de la AR (Guo et al., 2018; Li et al., 2022; Rivellese y Pitzalis, 2022).
Sin embargo, una proporcion significativa de pacientes, hasta el 30-40%, son resistentes
a los tratamientos biolégicos individuales. Al menos en parte, esto se puede deber a que
las vias a las que se dirigen no son igualmente activas en todos los pacientes (Chen et
al., 2019; Scherer et al., 2020). Hay que tener en cuenta que la respuesta inflamatoria en
la AR puede ser muy heterogénea. En otras palabras, aunque el papel de la sinovitis
cronica en la patogénesis de la AR esta bien establecido, los mecanismos exactos que
impulsan la inflamacion sinovial en términos de células inmunitarias y mediadores
especificos a nivel de cada paciente no estan del todo claros (Zhang et al., 2019). El
tratamiento de la AR sigue basandose en gran medida en las caracteristicas clinicas, asi
como en la evaluacién econdmica de la salud, en lugar de un enfoque basado en la via
objetiva. Esto se debe principalmente a la falta de biomarcadores clinicos para predecir la
respuesta a los farmacos individuales para la AR. También influye nuestra limitada
comprensién de los acontecimientos patobioldgicos que subyacen a la heterogeneidad
clinica de la AR. De esta forma, el mejor sistema de clasificacién sigue siendo el de los
pacientes positivos 0 negativos para los marcadores de autoinmunidad sistémica como el
Factor Reumatoide (FR) o los anticuerpos contra los péptidos citrulinados (ACPA)
(Sanmarti y Gomez-Puerta, 2011; Rivellese y Pitzalis, 2022).

Con estos antecedentes, el objetivo de este ensayo es servir como prueba piloto para
profundizar en el desarrollo de la respuesta inmune que caracteriza a la AR. El estudio se
encuentra en fase in vitro y se decidio trabajar con la linea celular THP-1. Esta es una
linea celular monocitica de leucemia humana, que se ha utilizado ampliamente para
estudiar las funciones de los monocitos/macréfagos, los mecanismos, las vias de
sefalizacion y el transporte de nutrientes y farmacos. Por ello se ha convertido en un
modelo habitual para estimar la modulacion de las actividades de monocitos y macréfagos,
entendiendo asi, desde el punto de vista in vitro, lo que ocurre en el interior de nuestro
cuerpo (Chanput et al., 2014). Debido a limitaciones financieras o éticas, inevitablemente
relacionadas con los estudios in vivo en animales y humanos, los experimentos ex vivo o
in vitro se convierten en los mas importantes para el desarrollo de aplicaciones
especificas. Los sistemas ex vivo tienen la ventaja de su origen natural. Sin embargo, la
viabilidad de los donantes y la alta variacion individual pueden hacer que el andlisis e
interpretacion de los resultados sean mas complejos. Las lineas celulares de ratén o
humanas, originadas de células cancerosas, son por lo tanto importantes herramientas in
vitro para estudiar funciones, mecanismos Yy respuestas celulares (Bosshart y
Heinzelmann, 2016). Entre las ventajas que presenta el empleo de las THP-1 frente a los
monocitos derivados de PBMC (peripheral blood mononuclear cell) se pueden destacar:
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menor tiempo medio de duplicacién (35-50 h); ausencia de virus infecciosos o productos
téxicos; es una linea celular inmortalizada, que puede cultivarse in vitro hasta el pase 25
(sobre 3 meses) sin que se produzcan cambios en la sensibilidad y la actividad de las
células, mientras que la disponibilidad de los monocitos derivados de PBMCs es limitada
(Chanput et al., 2014; Jiang et al., 2016; Feuerer et al., 2022).

Cuando las células monociticas se encuentran en contacto con el PMA, sufren una
diferenciacion a macrofagos. En nuestro cuerpo ocurre algo equitativo, cuando los
monocitos derivados de los PBMCs se diferencian a macrdfagos al extravasarse y ser
activados por una via de sefializacién ante cualquier tipo de peligro (Rivellese y Pitzalis,
2022). En los resultados se muestra como efectivamente el PMA puede actuar como un
factor inductor de la diferenciacion de los monocitos (Figura 7), cuando estos se dejan 3 h
en incubacién. Sera sobre los macréfagos déonde se aprecie la respuesta inflamatoria.
Para ello, se emplea un estimulo proinflamatorio, en este caso, el LPS, y se ha visto como
es capaz de desencadenar la respuesta inmune en las células al activarlas, en
comparacién con las que no estan tratadas. Para poder apreciar esta respuesta, se han
observado las ratios normalizadas de la gPCR. Estas provienen de las medias de los CPs
(crossing points), las cuales se obtienen directamente de las coordenadas de los puntos
en los que la linea de umbral cruza los graficos de fluorescencia obtenidos tras el filtrado
de ruido. En los gréficos del LightCycler® 480 Instrument I, cuanto antes apareciesen los
CPs, significaba que mayor expresion de ARNm del gen a estudio existia. Por tanto, las
mayores expresiones de ARNm de los diferentes marcadores inflamatorios (IL-8, IL-1f,
Caspasa-1 y NLRP3) se apreciaron bajo la influencia del LPS (Figuras 8, 9, 10, 11).

En nuestro cuerpo, los monocitos constituyen entre el 2% y el 10% de los glébulos blancos,
siendo células inmunitarias relativamente abundantes de la sangre periférica. Durante la
respuesta inflamatoria, los mediadores proinflamatorios, especialmente el MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1), contribuyen a la migracion de los monocitos
circulatorios hacia el tejido circundante, atrayendo especificamente a los monocitos hacia
la zona inflamada, promoviendo el dafio tisular y la enfermedad. El aumento rapido de las
citoquinas y quimioquinas inflamatorias indica que funcionan como detectores sensibles a
la presencia de estimulos perjudiciales en la circulacién, actuando como potentes
inductores de una respuesta inmune. Las citoquinas inflamatorias tradicionales son la IL-
1a, IL-1B, IL-6 y TNF-a. Estas regulan la expresién de la IL-8, un potente quimioatrayente
de los neutrdfilos. Es, por tanto, una de las células clave para combatir un estimulo
perjudicial. También un activador de la fagocitosis, de la formacién de trampas
extracelulares de neutrofilos (NET) y, posteriormente, de la angiogénesis, siendo muy
importante en la respuesta inflamatoria (Zhang et al., 2019; Lara et al., 2022; Rivellese y
Pitzalis, 2022). Cuando todo este proceso se descontrola, ya sea debido a causas
genéticas, epigenéticas, ambientales, a un incremento del estrés oxidativo o al propio
envejecimiento, se pueden producir enfermedades autoinmunes como la AR descrita
anteriormente. Con los resultados de este estudio se ha podido comprobar in vitro como
reacciona la linea celular de monocitos humana ante el estimulo positivo LPS. La
Caspasa-1, el NLRP3 y la IL-1B son mediadores relacionados con el inflamasoma,
activandose a través de la via NF«xB (Figura 3). La IL-8 es una citoquina que no forma
parte del complejo inflamasoma, pero es muy importante en la respuesta inflamatoria y se
ve modulada por la via NF-kB. Con el LPS aumenta la expresion de la IL-1B (Figuras 8, 9,
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10, 11) la cual a su vez regula la expresion de la IL-8, incrementandola. Ademas, la propia
IL-1B es capaz de inducir la via de activacion de la NF-kB, formandose un ciclo vicioso,
gue es lo que ocurriria en la AR.

En este trabajo también se ha podido comprobar el papel del resveratrol sobre la respuesta
inflamatoria. Es un compuesto antioxidante y antiinflamatorio, capaz de inhibir la sintesis
y la liberacién de varios mediadores proinflamatorios como el éxido nitrico (NO) y una
amplia gama de citoquinas (IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a) (Truong et al., 2018). Ademas,
suprime importantes enzimas implicadas en la sintesis de mediadores proinflamatorios,
como la ciclooxigenasa-1 (COX-1) o la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Zimmermann-Franco et
al., 2018). Los resultados obtenidos en este ensayo concuerdan con los estudios de
Truong et al. (2018) y de Zimmermann-Franco et al. (2018), entre otros. Queda
demostrado como se reducen los niveles de expresion de los mediadores inflamatorios
escogidos. Con respecto a la AR, el resveratrol resulto eficaz para prevenir la hiperplasia
de las células sinoviales en modelos animales, asi como en células humanas aisladas.
Recientemente, en ratones alimentados con resveratrol, se descubrié que disminuyen en
el tejido articular los niveles de TNF-a, IL-13, IL-6 y de la proteina quimioatrayente de
monocitos 1, asi como del ligando del receptor soluble del NF-kB (Yang et al., 2018).
Ademas, el resveratrol fue capaz de inducir la apoptosis de sinoviocitos similares a
fibroblastos (FLS) derivados de pacientes con AR a través de la activacion de la caspasa-
8. Este es un proceso que modula la maquinaria apoptética de las mitocondrias (Khojah
et al., 2018).

Como continuacion del estudio, se podrian emplear otros estimulos proinflamatorios o que
estén implicados en el proceso de la inflamacién (inhibidor de la Caspasa-1, mitoTEMPO,
paraquat, TNF- a, etc.) para observar como afectan a la expresion de ARNm de los
distintos mediadores. Ademas, también seria interesante profundizar en la relacion entre
la disfuncién mitocondrial y la respuesta inflamatoria en las células mononucleares
humanas en la artritis reumatoide. Esto se debe a que el proceso inflamatorio también
puede estar desencadenado por el aumento del estrés oxidativo causado por la disfuncién
mitocondrial y favoreciendo asi el curso del envejecimiento. De esta forma una mitocondria
disfuncional podria incrementar los niveles de ROS y su liberacion induciria la ruta de
activacion del inflamasoma, desencadenandose la respuesta inmune.

5. CONCLUSIONES

Con el propésito de profundizar en la respuesta inflamatoria que caracteriza la artritis
reumatoide y a la vista de los resultados se ha podido comprobar que:

1) El lipopolisacarido bacteriano (LPS) es capaz de inducir la respuesta inflamatoria en
la linea celular THP-1 monocitica humana, al incrementar la expresién génica de IL-
1B, Caspasa-1, NLRP3 e IL-8. Es por esto por lo que se puede considerar un control
positivo del estudio piloto.

2) El compuesto antiinflamatorio resveratrol es capaz de disminuir la respuesta
inflamatoria en las células THP-1, reduciendo la expresion de ARNm de la IL-1p,
Caspasa-1, NLRP3 e IL-8.
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CONCLUSIONS

Co proposito de profundar na resposta inflamatoria que caracteriza a artrite reumatoide e
a vista dos resultados comprobouse que:

1) O lipopolisacérido bacteriano (LPS) é capaz de inducir a resposta inflamatoria na lifia
celular THP-1 monocitica humana, ao incrementar a expresion xénica de IL-13,
Caspasa-1, NLRP3 e IL-8. E por isto polo que se pode considerar un control positivo
do estudo piloto.

2) O composto antiinflamatorio resveratrol &€ capaz de diminuir a resposta inflamatoria
nas células THP-1, reducindo a expresién de ARNm da IL-1B, Caspasa-1, NLRP3 e
IL-8.

CONCLUSIONS

With the purpose of deepening in the inflammatory response that characterizes rheumatoid
arthritis and in view of the results it has been possible to prove that:

1) Bacterial lipopolysaccharide (LPS) is able to induce the inflammatory response in the
human monocytic THP-1 cell line, increasing gene expression of IL-13, Caspase-1,
NLRP3 and IL-8. This is why it can be considered a positive control of the pilot study.

2) The anti-inflammatory compound resveratrol is able to decrease the inflammatory
response in THP-1 cells, reducing the mRNA expression of IL-13, Caspase-1, NLRP3
and IL-8.
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