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Resumen

La polidatina (POLY) es un compuesto polifenélico que se encuentra en la cascara de la uvay en
los Gltimos afos sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios se han evaluado tanto a nivel sistémico
como en enfermedades crénico degenerativas (cardiovasculares, diabetes, etc.). La gota, una
artropatia generada por el depésito de cristales de urato monosédico (CUM) en las articulaciones
y tejidos periarticulares, se caracteriza por presentar un estado oxidante e inflamatorio mediado
por sinoviocitos, monocitos y neutrdfilos. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la POLY en un modelo in vitro de estrés oxidante inducido por CUM. Para ello,
monocitos THP-1 pretratados con POLY y sin tratamiento con POLY fueron expuestos a CUM
durante 24 horas, se evalu6 la produccién intracelular de especies reactivas del oxigeno (ERO) a
los dos grupos de estudio y se les comparé con monocitos sin estimulo (control). Los resultados
mostraron que los monocitos expuestos a CUM por 24 horas incrementaron la produccion de
ERO (5.71 UAF) (p < 0.0001) con respecto al control (1.00 UAF) propiciando un estado de oxi-
dacion celular; sin embargo, los monocitos estimulados con CUM pero pretratados con POLY a
concentraciones de 10, 100 y 200 uM disminuyeron la produccién de ERO a 1.95, 1.41y 0.93
UAF, respectivamente (p < 0.0001). La POLY participa como antioxidante en el modelo in vitro
de gota, lo que la convierte en una molécula con posible potencial terapéutico; no obstante,
son necesarios estudios mas amplios para comprender mejor los efectos antioxidantes de POLY
con el fin de identificar nuevas dianas terapéuticas en esta patologfa.

Abstract

Polydatin (POLY) is a polyphenolic compound found in the skin of the grapes, and in recent
years their antioxidant and anti-inflammatory effects have been evaluated systemically, as well as
chronic degenerative diseases (cardiovascular, diabetes, etc.). The gout, an arthropathy generated
by the deposition of monosodium urate crystals (MSU) within joints and periarticular tissues, is
characterized by an oxidant and inflammatory state mediated by synoviocytes, monocytes and
neutrophils. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of POLY in an in vitro model
of oxidative stress induced by MSU. Pretreated monocytes with and without POLY, were exposed
to MSU for 24 hours and intracellular production of reactive oxygen species (ROS) were evaluate
between the two study groups and was compared with a group of unstimulated monocytes
(control). The results show that monocytes exposed to MSU for 24 h increased ROS production
(RFU 5.71) (p < 0.0001) compared to the control (1.00 RFU), promoting cellular oxidation
condition; however, stimulated monocytes MSU but pretreated with POLY at concentrations of
10, 100 and 200 uM ROS, ROS production decreased to 1.95, 1.41 and 0.93 RFU, respectively
(p < 0.0001). POLY participates as antioxidant in our in vitro model, which makes possible a
molecule with therapeutic potential; however are needed further studies to better understand
the antioxidant effects POLY in order to identify new therapeutic targets in this disease.
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Introduccion

En las artropatias microcristalinas como la gota,
células de la articulacién como los sinoviocitos, los
monocitos y los neutréfilos son responsables de inducir
una fuerte respuesta inflamatoria y de estrés oxidante.!
Los monocitos en particular activan el inflamasoma,
mientras que los neutrdfilos propician la liberacion de
citocinas proinflamatorias como consecuencia del es-
tallido respiratorio que se caracteriza por la liberacion
de especies reactivas del oxigeno (ERO), generando
un estado de estrés oxidante celular.?® Estas carac-
teristicas fisioldgicas han promovido en los ultimos
anos el uso y estudio de agentes antioxidantes como
terapias para mejorar el manejo y tratamiento de enfer-
medades como la gota que cursan con estrés oxidante.

Algunos antioxidantes como el edaravon, la N-
acetil-cisteina y flavonoides como la diosmina, la
hesperidina y las catequinas han tenido aceptacion
para uso clinico.*5 Otros mas como el resveratrol
(trans-3,5, 49-tri-hidroxiestilbeno) ha sido estudiado
en modelos de gota in vitro e in vivo y ha mostrado
inhibir la inflamacién® y disminuir los niveles de acido
urico sérico’ con resultados similares a los de la terapia
con colchicina.®

La polidatina (resveratrol-3-O-b-mono-D-glucdsido)
(POLY) es un precursor natural derivado glicosilado del
resveratrol, es la forma més abundante de resveratrol
en la naturaleza y se encuentra en el jugo de uvas y
en laraiz de la planta Polygonum cuspidatum. Quimi-
camente es derivado del estilbeno que ha demostrado
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias,®'® asi
como un papel neuro, nefro y hepatoprotector.'-'3 Las
propiedades antioxidantes de la POLY han sido eva-
luadas por su accion inhibitoria en la lipoperoxidacién'
y en la capacidad de secuestrar radicales libres como
el 2,2-diphenil-1-picrilhidracilo (DPPH).'s Diversos es-
tudios sugieren que la POLY puede tener propiedades
biomédicas similares a las descritas en el resveratrol:
anticancerigenas, inhibicion de la agregacion plaque-
taria e inhibicion de la oxidacién de lipoproteinas de
baja densidad (por sus siglas en inglés LDL)."® Un
estudio realizado en células mononucleares de sangre
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periférica humana demostré la capacidad de la POLY
de disminuir la produccion de interleucina-17, asi como
de ERO en células endoteliales expuestas a H,0,.""®

Puesto que la gota es una patologia con un fuerte
componente inflamatorio y oxidante, se propuso rea-
lizar un estudio para valorar la capacidad antioxidante
de la POLY utilizandola como pretratamiento en un
modelo in vitro de monocitos expuestos a CUM y de
esta manera sugerir su aplicaciéon para prevenir los
efectos oxidantes desencadenados durante un ataque
de gota y asi promover su potencial terapéutico.

Métodos
Cultivo celular

La linea celular THP-1 de monocitos se obtuvo de
la American Type Culture Collection (Rockville, MD,
USA). Las células fueron cultivadas con medio de
cultivo (Roswell Park Memorial Institute [RPMI]) 1640
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
y 1% de penicilina-estreptomicina en condiciones
controladas de humedad y temperatura.

Anadlisis del estrés oxidante celular

Los monocitos THP-1 fueron activados durante
tres horas con forbol 12-miristato-13-acetato (PMA;
Sigma-Aldrich) a una concentracion de 100 ng/mL e
incubados toda la noche con RPMI suplementado.
Posteriormente, las células fueron estimuladas uti-
lizando CUM (0.050 mg/mL; Invivo-Gen) a tiempos
de 1, 2, 4, 6 y 24 horas en RMPI al 2% de SFB.
Para evaluar el efecto antioxidante de la POLY, los
monocitos activados fueron pretratados a dosis de
10, 100 y 200 uM de POLY por 24 horas en medio
RPMI al 2% de SFB y fueron expuestos a 0.050
mg/mL de CUM por 24 horas. Células sin estimulo
sirvieron de control.

Los monocitos THP-1 pretratados con POLY por
24 horas y estimulados con CUM durante el mismo
periodo de tiempo se lavaron con PBS y se incubaron
durante 30 min a 37 °C con CellROX Deep Red a una
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concentracion final de 5 uM, el cual una vez que es
oxidado por las ERO emitd una sefnal fluorométrica
(640/665 nm) que fue observada con un microsco-
pio de epifluoresencia (EVOS; FL Auto Cell Imaging
System) y cuantificada usando un citémetro basado
en imagenes (Tali; Life Technologies). El andlisis de
los datos se reportdé como unidades arbitrarias de
fluorescencia (UAF).

Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por tripli-
cado. El analisis estadistico se efectud utilizando el
programa GraphPad Prism v. 6.0 mediante analisis de
varianza de una via, seguido de un analisis post hoc
de Dunnet y Tukey, dependiendo de las comparacio-
nes a realizar. Valores de p < 0.05 se consideraron
estadisticamente significativos.

Resultados

Efecto oxidante de los CUM en la linea
celular de monocitos THP-1

Dependiendo el tiempo de exposicion a CUM, los
monocitos THP-1 indujeron la produccion intracelular
de ERO, observandose un pico maximo a las 24 ho-
ras de exposicion a CUM. En este tiempo fue posible
apreciar un incremento de ERO de 5.71 UAF (p <
0.05) en comparacion con los THP-1 sin estimulo (1.0
UAF) (Figura 1).

Efecto antioxidante de la POLY
en monocitos expuestos a CUM

En los monocitos que fueron expuestos a CUM vy
recibieron el pretratamiento con POLY a dosis de
10, 100 y 200 uM durante 24 horas, la produccion
de ERO disminuy6 de forma significativa de manera
dosis-dependiente a 1.95, 1.41y 0.93 UAF respecti-
vamente en comparacion con los monocitos que no
recibieron el pretratamiento con POLY (5.71 UAF,
p < 0.05). A pesar de la estimulacion con CUM, el
pretratamiento con POLY 200 uM (0.93 UAF) inhibe
la produccion de ERO a valores similares al grupo
control (1.0 UAF) (Figura 2). Cabe destacar que en
los monocitos pretratados con la POLY (10, 100 y
200 uM) que no fueron estimulados con CUM no
se modifica el estado REDOX de los monocitos con
respecto al control, en el caso de la POLY 10 uM
indujo 1.39 UAF para la de 100 uM: 1.36 UAF y en
el de 200 uM: 0.95 UAF (Figura 3).
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Figura 1. Los CUM incrementan la producciéon de ERO
en monocitos a las 24 horas. Se muestra la cuantifica-
cion de la produccion de ERO por diferentes tiempos
(0,1, 3, 6, 24 h) de exposicion a CUM en monocitos,
mediante citometria basada en imagen. Los valores se
expresan como la media = la desviacion estandar de
tres experimentos independientes *p < 0.05 versus el
control (post hoc de Dunnet). La fluorescencia de las
células se expresa como unidades arbitrarias de fluores-
cencia (UAF).

Discusion

Este estudio evidencio la actividad antioxidante de la
POLY en un modelo in vitro de estrés oxidante indu-
cido por CUM. Existen reportes que describen que en
células THP-1 estimuladas con CUM, la produccion de
ERO esta relacionada con la activacion de la NADPH
oxidasa,'®mientras que el efecto protector de la POLY
contra la produccion de ERO fue reportado por Fabris
et al. 2008, quienes evidenciaron la accion preventiva
en contra de la peroxidacion de lipidos y la capacidad
de eliminar radicales libres como el DPPH."®

Recientemente se ha demostrado que la POLY
puede disminuir el contenido de marcadores de estrés
oxidante como el malondialdehido (MDA) y es capaz
de promover la actividad de enzimas antioxidantes
como superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glu-
tation peroxidasa (GSH-Px) a nivel plasmatico en
un modelo de ratén,? incluso se ha indicado que la
actividad antioxidante de la POLY es mas potente que
la del resveratrol en un estudio in vitro.?’

En nuestro estudio observamos una disminucion de
ERO cuando se utiliza la POLY como pretratamiento,
resaltando la capacidad protectora de la molécula

Investigacién en Discapacidad
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FiGURA 2. LA POLY DECRECE LA PRODUCCION DE ERO EN MO-
NOCITOS EXPUESTOS A CUM. SE MUESTRA LA CUANTIFICACION DE
LAS CELULAS CON PRODUCCION DE ERO INTRACELULAR MEDIANTE
CITOMETRIA BASADA EN IMAGEN. LOS VALORES SE EXPRESAN COMO
LA MEDIA & LA DESVIACION ESTANDAR DE TRES EXPERIMENTOS IN-
DEPENDIENTES (&P < 0.05 VERSUS EL CONTROL) Y (*P < 0.05
VERSUS TRATAMIENTOS) CON POST HOC DE TUKEY. LA FLUORESCEN-
CIA DE LAS CELULAS SE EXPRESA coMO UAF.
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Figura 3. ERO inducidas por POLY en monocitos. Se
muestra la cuantificacién de la produccion intracelular
de ERO de las células pretratadas con POLY 24 horas
mediante citometria basada en imagen. Los valores
se expresan como la media = la desviacién estandar
de tres experimentos independientes con post hoc de
Dunnet. La fluorescencia de las células se expresa como
UAF.
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ante estimulos de dafio por CUM. Esta propiedad de
proteccion coincide con Chen et al. 2015, los cuales
mostraron que la POLY tiene una fuerte propiedad
antioxidante sistémica en un modelo de enfermedad
de Parkinson, en el cual se asoci6 el efecto de la POLY
como neuroprotectivo debido a la reduccion en los ni-
veles de MDA después de un tratamiento con POLY. ™

Los efectos protectores de la POLY también se
observaron en células endoteliales de cordon umbilical
expuestas a H,0,, en las que la POLY mejord la viabi-
lidad celular, inhibio la produccion de ERO y elevo el
contenido de enzimas antioxidantes como la GSH-Px
y la SOD.22 Adicionalmente, un modelo in vitro e in vivo
de dano por radiaciones ultravioleta demostré que la
POLY reduce la muerte celular mediada por ERO.%

Ultimamente se ha sugerido que el mecanismo
por el cual la POLY suprime el estrés oxidante en
las células es a través de la activacion de la enzima
6xido nitrico sintasa inducible (eNOS) y de Sirtuina
1 (SIRT1). SIRT1 es un factor clave que regula las
respuestas de las células al estrés oxidante;®2* sin
embargo, hay quienes indican que es debido a la
regulacién de la via de Nrf2/ARE.%

Nuestros resultados concluyen que la POLY posee
propiedades antioxidantes en un modelo de estrés
oxidante inducido por CUM, lo que sugiere su uso
coadyuvante en artropatias microcristalinas. Este
hallazgo puede tener implicaciones en la utilizacion
de esta molécula en la prevencién y atenuacién de
enfermedades inflamatorias y oxidantes como la gota,
para mejorar la viabilidad celular al microambiente
inducido por los cristales. No obstante, deben realizar-
se estudios mas amplios que permitan identificar los
mecanismos moleculares que confieren ala POLY las
caracteristicas antioxidantes antes descritas.
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