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Resumen

El factor de crecimiento transformante  (TGF-f) esta involucrado en la fisiopatologia de la aterosclerosis.
El resveratrol es un polifenol que ha mostrado tener propiedades antiaterogénicas gracias a sus efectos
antiinflamatorios y antioxidantes. En el presente estudio se evalu6 el efecto del resveratrol sobre los
niveles séricos del TGF-B, la formacién y evolucion de la placa de ateroma en conejos machos de la raza
Nueva Zelanda sometidos a una dieta enriquecida con colesterol. Para ello 48 conejos fueron divididos en
4 grupos. Grupo 1 (control): Conejarina. Grupo 2: Conejarina suplementada con 0,5% colesterol. Grupo 3
(control resveratrol): Conejarina y resveratrol (2mg/Kg/dia). Grupo 4: Conejarina suplementada con 0,5%
colesterol y resveratrol, durante 12 semanas. Se realizaron determinaciones de lipidos séricos y del TGF-§
en la 0, 6ta y 12ma semana de experimentacion. La mitad de los conejos fueron sacrificados a la 6ta y el
resto a la 12ma semana y se realizd estudio histolégico de su aorta. Se encontré un aumento significativo
de la concentraciéon de TGF-B y del perfil lipidico en los grupos 2 y 4 con respecto a los grupos 1y 3 desde
la 6ta semana de experimentacién. En la 6ta y 12ma semana se evidencié una disminucién de los niveles
de TGF-B en el grupo 4 con respecto al grupo 2. El tratamiento con resveratrol disminuy6 la formaciéon
de ateromas. En conclusion, el TGF-B constituye un marcador temprano no invasivo de aterosclerosis.
Asimismo, la suplementacién oral con resveratrol ejercié efectos antiinflamatorios y antiateroscleréticos.
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Abstract

The transforming growth factor-f (TGF-f) is involved in atherosclerosis. Resveratrol is a polyphenol and has
anti-inflammatory and antiatherogenic actions. We evaluated the effect of resveratrol on serum concentrations
of TGF-B during the progression and evolution of atherosclerosis in rabbits fed with a cholesterol diet. 48
New Zealand white male rabbits were randomly divided into four groups that received for 12 weeks: Group 1
(control): Standard diet (commercial rabbit food). Group 2: Cholesterol diet (0.5% cholesterol). Group 3 (control
resveratrol): Standard diet (commercial rabbit food) and resveratrol (2mg/Kg). Group 4: Cholesterol diet (0.5%
cholesterol) and resveratrol (2mg/Kg). Blood samples of overnight-fasted rabbits were collected on basal,
sixth, and twelfth weeks, and the concentration of lipid profile and TGF-§ were determined. Half of the animals
were sacrificed on the sixth or twelfth week, and the aorta was dissected for histological studies. Our findings
demonstrated that the TGF-f levels were significantly higher in Groups 2 and 4 than groups 1 and 3, respectively
since the 6th week. Resveratrol treatment reversed the increased levels of TGF-f induced by the cholesterol diet
since the 6th week. Supplementation of resveratrol diminished the formation of atherosclerotic lesions. These
results support that serum TGF-f levels are early markers of atherosclerosis. Likewise, oral supplementation
of resveratrol may induce anti-atherosclerotic effects depending on its anti-inflammatory properties.
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RESVERATROL SOBRE EL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE B SERICO Y ATEROSCLEROSIS

Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria crénica, sistémica, de etiologia
multifactorial y progresiva, que se caracteriza
por el engrosamiento de la capa intima
arterial con pérdida de la elasticidad de
las arterias de mediano y gran calibre, y en
cuya génesis estan involucrados factores
genéticos y habitos de vida (Didac y col.,
2020; Shafi, 2020).

El factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) es una citocina de 25 KDa que
regula una gran cantidad de actividades
biologicas como la proliferacion, migracion
y apoptosis en diferentes tipos celulares
(Suenagay col., 2008); entre sus funciones
destaca su papel en el mantenimiento de la
estructura normal de la pared de los vasos
sanguineos; por lo que se le ha relacionado
con sindromes cardiovasculares; sin
embargo, el papel del TGF- en el desarrollo
de la aterosclerosis es complejo y no esta
completamente esclarecido (Grainger,
2007); pues por un lado, existe evidencia
que apoyan la hipo6tesis de su accion
protectora, considerando que es un factor
antiaterogénico y estabilizador de la
placa de ateroma; pero por otro lado, se
ha senalado que el TGF-B ejerce efectos
proinflamatorios y proaterogénicos (Dabek
y col., 2006; Yu y col., 2019).

De igual manera, hallazgos
experimentales han permitido conocer
que el estrés oxidativo juega un papel
muy importante en la patogénesis de la
aterosclerosis (Figueira y col., 2008A;
2008B; 2010; Dubois-Deruy y col., 2020);
sin embargo no se conoce si el estrés
oxidativo es un evento primario que ocurre
temprano en la enfermedad o si representa
un fendmeno secundario que refleja dano
en el tejido; en este sentido, actualmente

las terapias inmunomoduladoras y
antioxidantes estan emergiendo como
una alternativa atractiva y con resultados
alentadores para el tratamiento de la
aterosclerosis (Mathew y Pennathur, 2014).

El resveratrol es un polifenol presente
en varios frutos que forman parte de la
dieta humana, principalmente en la piel
de las uvas y en el vino tinto (Figueira,
2010). Diferentes evidencias indican
que el resveratrol podria ser beneficioso
para prevenir el inicio y progresion de la
aterosclerosis, pues disminuye el estrés
oxidativo inhibiendo la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ERO),
disminuyendo la peroxidacion lipidica;
protege al sistema cardiovascular inhibiendo
varios procesos fisiolégicos como la
oxidaciéon de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), la agregacion plaquetaria
y la proliferacion celular (Labinskyy y col.,
2006; Figueira, 2010; Zhou y col., 2019).
No obstante, se desconoce su efecto
sobre el TGF-B y su evolucion a lo largo
del proceso aterogénico; sin embargo,
se ha planteado que el resveratrol podria
modular la produccién y expresion del
TGF-B (Suenaga y col., 2008). En vista
de ello, en el presente estudio se evalud
el efecto del resveratrol sobre los niveles
séricos del TGF-B y su evolucion en el
tiempo en conegjos alimentados con una
dieta enriquecida con colesterol.

Materiales y métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Se emplearon 48 conejos machos de
la raza Nueva Zelanda de 12 semanas
de edad con un peso entre 1.200 a
1.300 gramos, provenientes del Bioterio
del Instituto de Higiene “Rafael Rangel”
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(Caracas, Venezuela). Los animales fueron
mantenidos en jaulas a temperatura
ambiente (25 *+ 1 °C) con ciclos de 12 horas
luz/oscuridad. Después de una semana de
ambientacion en el Bioterio Experimental
de la Universidad de Carabobo (Valencia,
Venezuela), los conejos fueron divididos
aleatoriamente en 4 grupos de 12 conejos
cada uno, organizados de la siguiente
manera: Grupo 1 (Control): Los cuales fueron
alimentados diariamente con conejarina
comercial (Protinal, Venezuela). Grupo 2
(Colesterol): Alimentados diariamente con
conejarina comercial suplementada con
0,5% p/p de colesterol. Grupo 3 (Control-
resveratrol): Alimentados diariamente con
conejarina comercial y suplementados
con resveratrol (2mg/Kg de peso corporal,
via oral). Grupo 4 (Colesterol-resveratrol):
Alimentados diariamente con conejarina
comercial suplementada con 0,5% p/p de
colesterol y resveratrol (2mg/Kg de peso
corporal, via oral).

La dosis de resveratrol se selecciono
con base en estudios in vivo en conegjos
(Matos y col., 2012; Gonzalez y col., 2018;
Figueira y Gonzalez, 2018; 2019; 2020),
en los cuales el resveratrol posee efectos
bioloégicos a dosis de 2 mg/Kg por via
oral. El resveratrol (3,5,4 - trihidroxi-trans-
estilbeno) administrado a los conejos fue
de origen natural (Sigma Aldrich). Todos
los conejos consumieron agua a libre
demanda. El periodo experimental tuvo una
duracion de doce semanas. Los conejos
fueron pesados antes, durante y después
de la experimentacién. Los experimentos
fueron aprobados por el comité de Bioética,
y siguieron las buenas practicas para el
manejo de animales de laboratorio del
Consejo Nacional de Investigacion del
manejo de animales de Laboratorio (Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals

National Research Council (US) Committee
for the Update of the Quide for the Care
and Use of Laboratory Animals, 201 1).

ANALISIS QUIMICO DE LOS ALIMENTOS

Conejarina comercial (Protinal,
Venezuela): Maiz, sorgo, afrechillo de
trigo, harinas de maiz, ajonjoli, algodon,
girasol y soya, concha de arroz, bagacillo
de cana, pasto deshidratado, melaza,
grasa estabilizada, carbonato y fosfato
de calcio, sal, minerales “trazas” (cobalto,
cobre, hierro, manganeso, yodo y zinc)
suplementos de las vitaminas A, B2, B12,
C, D3, E, acido pantoténico y niacina,
antioxidante, suplemento antibiotico y
anticoccidial. Proteina cruda 12%, grasa
cruda 1%, fibra cruda 20%, extracto libre
de nitréogeno 42%.

Dieta hipercolesterolémica: La
administracion de colesterol mediante el
enriquecimiento de una dieta estandar se
realiz6 de acuerdo con el método descrito
en los modelos animales de aterosclerosis
inducida por la dieta (Rasmusen y col.,
2007); la cual se prepar6 disolviendo el
colesterol en etil-éter y etanol absoluto, y
cubriendo con esta mezcla los granos de
la conejarina en una relacion de 0,5 g de
colesterol por cada 100 g de alimento y se
dejo secar hasta la evaporacion completa
de los solventes por 24 horas.

Procedimiento experimental

Determinaciones bioquimicas: Las
muestras de sangre fueron extraidas
por puncion intracardiaca a todos los
conejos previo ayuno de 14 horas en
las semanas O, 6ta y 12ma, utilizando
tubos sin anticoagulante. Posteriormente,
las muestras previamente mantenidas
en frio se centrifugaron a 3.000 rpm

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 84 - N> 1y 2 - 2021

57



RESVERATROL SOBRE EL FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE B SERICO Y ATEROSCLEROSIS

durante 15 minutos y el suero obtenido
fue conservado en congelacion a -70°C
hasta el momento del procesamiento.
Se realizaron determinaciones séricas
de colesterol total (CT) y triglicéridos
(TG) por métodos enzimaticos (Wiener
Lab, Argentina). La determinacion del
colesterol asociado a las lipoproteinas
de alta densidad (c-HDL) y asociado a las
lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) se
realizaron por precipitacion y posterior
determinacion enzimatica (Wiener Lab,
Argentina). Las concentraciones séricas
de TGF-f fueron determinadas por ensayo
inmunoenzimatico (NeoBiolab, Cambridge,
Massachusetts, USA).

Sacrificio de los animales. Preparacion
de tejidos y tipificacion histologica de las
lesiones ateroscleroéticas: A la 6ta semanay
al final del estudio la mitad de los animales
de cada grupo fueron sacrificados por
dislocacion cervical; posteriormente se
procedié a realizar la autopsia de dichos
animales, extrayendo la arteria aorta para
ser examinada. Las muestras de tejido
extraidas fueron fijadas en formaldehido al
10 % en PBS durante 24 horas y procesadas
segun la técnica de rutina y posteriormente
tenidas con hematoxilina — eosina, para
luego ser observados por microscopia
de luz. Las lesiones fueron tipificadas de
acuerdo con la clasificacion de la American
Heart Association (Stary y col., 1995).

ANALISIS DE LOS DATOS

Se calculé promedio y desviacion
estandar para las variables estudiadas.
Se realiz6é las pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnoy,
Jarque-Bera. Se empled el analisis de
Kruskall-Wallis con analisis post hoc
mediante la prueba de U- de Mann-Whitney
sobre cada par de grupos. Se emple6 la

correlacion de Spearman para relacionar
la TGF-B con las variables del estudio. Se
considero significativo p<0,05. Se utiliz6 el
programa GraphPad Prism version 5.

Resultados
PERFIL LIPIDICO DE LOS CONEJOS

EnlaTablal seresumelas concentraciones
de los lipidos séricos de los conegjos. No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones de CT,
c-HDL, c-LDL y TG basales entre los grupos
de conegjos en estudio. El CT, c-HDL, c-LDL
y TG en los grupos 1y 3 permanecieron sin
cambios significativos a lo largo del estudio.
Se apreci6é un aumento significativo en la
concentracion de CT, c-HDL, c-LDL y TG
en el grupo 2 y en el grupo 4 con respecto
a sus respectivos controles (grupo 1y 3,
respectivamente) (p<0,0001). Para los
grupos 2 y 4 las concentraciones de los
lipidos séricos variaron desde el inicio hasta
el final del experimento (p<0,0001).

CONCENTRACIONES SERICAS DE TGF-j

Como se puede apreciar en la Figura 1, no
se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones
séricas basales de TGF-f entre los grupos
de conegjos sujetos a estudio. El TGF-3
en los grupos 1 y 3 permanecieron sin
cambios a lo largo del experimento; por
su parte, en los grupos 2 y 4 variaron a
lo largo del estudio (p<0,0001). Por otra
parte, en la sexta semana y al final del
experimento las concentraciones séricas de
TGF-B aumentaron en los grupos 2 y 4 con
respecto a los grupos 1y 3, respectivamente
(p<0,005). Sin embargo, en la 6ta y 12ma
semana se evidencidé una disminuciéon
significativa de la concentracion de TGF-3 en
el grupo 4 con respecto al grupo 2 (p<0,005).
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Tabla I
Lipidos séricos de los conejos sujetos a estudio

Basal
Grupo 1 73 + 12 37+ 8 34 + 8 74 + 14
Grupo 2 69 + 10 42 + 7 31+ 7 79 + 15
Grupo 3 68 + 11 38+ 8 35+ 7 81 + 17
Grupo 4 75 + 13 44 + 7 37+ 9 84 + 12
6ta semana
Grupo 1 84 + 15 45 + 10 W ap ©) 84 + 13
Grupo 2 597 + 110° 520 + 81" 67 + 14" 181 + 58"
Grupo 3 87 + 19 414+9 38 + 12 88 + 17
Grupo 4 616 + 157 501 + 98* 61 + 10* 207 + 73*
12ma semana
Grupo 1 79 + 13 47 +9 39+ 8 82 + 10
Grupo 2 1010 + 221° 810 + 91" 95 + 42° 308 + 95°
Grupo 3 84 +17 48 + 10 40 + 11 74 + 18
Grupo 4 1158 + 217* 871 + 86* 89 + 617 344 + 72%
Valores p
Grupo 1 0,9641 0,9481 0,9715 0,8468
Grupo 2 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Grupo 3 0,3630 0,6174 0,4182 0,2485
Grupo 4 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Los resultados fueron expresados como la media + desviacién estandar de la media.

Significativo p<0,05

*= Comparacioén con respecto al grupo 1.
#= Comparacién con respecto al grupo 3.
p= Comparacién con respecto al basal.

En la Tabla Il se muestra el analisis
de Spearman de las correlaciones entre
la concentracion de TGF-f con el perfil
lipidico, evidenciando correlacion positiva
significativa entre las variables (p<0,0001).

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

En la Tabla Il se presenta la distribucién
de los conejos segun el maximo grado
de ateroma encontrado en los cortes de
aorta. Ningun conejo de los grupos 1y 3
presentaron lesiones ateroscleréticas a lo
largo del estudio. Por su parte, todos los
conejos del grupo 2 presentaron lesiones
de grado variable a lo largo del estudio. En

el grupo 4, algunos conejos no presentaron
lesiones y otros evidenciaron lesiones de
grado variable (Figura 2).

Discusion

La aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria crénica que involucra al
sistema inmunolégico y al estrés oxidativo,
que esta caracterizada por la acumulacion
de lipidos oxidados en la pared arterial y
la infiltracion de células inmunologicas y
células musculares lisas (CML) (Frutkin y
col., 2009; Didac y col., 2020); las cuales
son moduladas por citocinas y factores
de crecimiento. En este sentido, el TGF-3
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Figura 1. Efecto del resveratrol sobre las concentraciones sérica de TGF-f en los conejos
sujetos a experimentacion en la semana 0, 62y 12™, Los resultados fueron expresados como
la media + desviacion estdndar de la media (n=12 basal y 6% semana; n=6 en la 12™ semana).
*p<0,0050 ws. grupo control (Grupo 1). *p<0,0050 vs. control resveratrol (Grupo 3). p<0,005

vs. Grupo 2. ¢p<0,0001 vs. su respectivo valor basal.

ha demostrado estar involucrado en la
patogénesis de esta enfermedad; ya que es
una citocina pleiotropica cuyo efecto sobre
el sistema cardiovascular es ambiguo; por
un lado, existe evidencias que apoyan su
accion protectora, considerando que es
un factor antiaterogénico y estabilizador
de la placa de ateroma; pero, por otro
lado, se ha senalado que ejerce efectos
proinflamatorios y proaterogénicos (Dabek
y col., 2006).

Tabla II
Andlisis de la correlacién de Spearman entre las
concentraciones de TGF-f y el perfil lipidico

TGF-B & CT 0,6351 0,0001
TGF-B8 & c-LDL 0,5738 0,0001
TGF-B & c-HDL 0,6482 0,0001

TGF-f & TG 0,7380 0,0001

c-HDL: Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, c-LDL:
Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad, CT: Colesterol
total, TG: Triglicéridos. TGF-B: Factor de crecimiento transformante B

2009). En este
sentido, el TGF-f
se ha considerado
Ccomo una citocina
antiaterogénica y
protectora, debido
a que inhibe la proliferacion y migracion
de las CML, leucocitos y la expresion
de moléculas de adhesion endotelial
vascular (Ulucay y col., 2015). En relacion
con esto, varios estudios en ratones
hiperlipidémicos describen al TGF-§ como
una citocina antiaterogénica que limita la
aterosclerosis, principalmente a través de
efectos inmunosupresores (Mallat y col.,
2001; Lutgens y col., 2002; Gojova y col.,
2003; Robertson y col., 2003; Frutkin y
col., 2009). Por otra parte, estudios en
animales sugieren que el TGF-f podria
acelerar la aterosclerosis, aumentando
la acumulacion de la matriz extracelular
vascular y estimulando la produccién
de proteoglicanos, con el consecuente
incremento en la retencion de lipoproteinas
en la pared vascular (O Brien y col., 1998;
Schulick y col., 1998; Mallat y col., 2001;
Little y col., 2002; Ulucay y col., 2015;
Agarwal y col., 2015; Cheng y col., 2019).
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Tabla 3
Distribucién de los conejos segtin el maximo grado de ateroma encontrado en
los cortes de aorta. Datos presentados como n (%).

Grupo Sin ateroma Tipo 11 Tipo III Tipo IV Tipo V
Sexta semana
6 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
(0] 2 4 0 0 0}
(0%) (33%) (67%) (0%) (0%) (0%)
6 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
S 3 (0} 0 0 (0}
(50%) (50%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Duodécima semana
6 0 (0} 0 (0} (0}
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
0 o o 1 5 0
(0%) (0%) (0%) (17%) (83%) (0%)
6 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
2 2 1 1 0] 0
(33%) (33%) (17%) (17%) (0%) (0%)

Figura 2. Cortes histolégicos de las aortas de los conejos al final del estudio. Lesién tipo IV (Panel A). Se
observa en la intima arterial ciimulos de lipidos intracelulares y extracelulares en mayor extensién de un conejo
perteneciente al grupo 2. Lesién tipo Il (Panel B) de un conejo perteneciente al grupo 4. Se observa por un
cimulo de lipidos intracelulares y dispersos lipidos extracelulares. Tincion hematoxilina — eosina. 50X.
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En el presente estudio se evidencio que la
administracion de una dieta enriquecida con
colesterol ocasiono lesiones ateroscleroéticas
de grado intermedio y avanzado y un
incremento progresivo y significativo en
las concentraciones séricas de TGF-f
a partir de la sexta semana de estudio,
sugiriendo el papel de esta molécula desde
las primeras fases de la aterosclerosis,
pudiendo constituir un marcador temprano
no invasivo de la enfermedad. Diferentes
estudios apoyan el papel pro-aterogénico
del TGF-B; en efecto, la evidencia ha descrito
que el TGF-PB se asocia con un mayor riesgo
de incidencia de enfermedad arterial
periférica (Kanzaki y col., 1995; Agarwal
y col., 2015). Asimismo, experimentos
in vivo en conejos han mostrado que el
TGF-B1 estimula el engrosamiento de
la intima de las arterias después de la
denudacion vascular con catéter de balon,
lo cual sugiere la importancia del TGF-$1
en las primeras fases de la aterogénesis,
pues esta citocina es capaz de aumentar
la produccién de la matriz extracelular
por parte de las CML en la intima arterial,
e induce la formacién de una cicatriz
fibrosa, participando en el desarrollo de
la lesion aterosclerdtica (Kanzaki y col.,
1995). De hecho, Chen y col. (2019)
describieron que la senalizacion de la TGF-3
endotelial es una pieza fundamental en el
crecimiento de la placa aterosclerdtica,
y su bloqueo incrementa la expresion de
genes involucrados en la regulacion de la
permeabilidad vascular, conllevando una
reduccion de esta.

Es relevante senalar que la elevacion de
las concentraciones séricas de este marcador
de aterosclerosis se observo desde la sexta
semana de experimentacion, lo cual sugiere
que el TGF-B es un marcador temprano de
aterosclerosis, pues interviene en el inicio y

progresion de esta enfermedad; ya que esta
citocina posee propiedades proinflamatorias
y proaterogénicas bien descritas, actuando
desde las etapas iniciales de la aterogénesis;
pues desempena un importante papel en
la retencion de lipidos y en el consecuente
desarrollo de las lesiones ateroscleroéticas
(Little y col., 2002); ya que es capaz de
aumentar la sintesis de proteoglicanos
por las CML que se acumulan en las
regiones ricas en lipidos de las placas
aterosclerdticas, promoviendo la retencion
de lipoproteinas. Consecuentemente,
la agregacion de proteoglicanos puede
conducir a reducciones en el movimiento
transmural de las lipoproteinas, su
acumulacion en la pared del vaso y su
posterior modificacion quimica (Bobik y
col., 1999).

De igual manera, los hallazgos
encontrados en el presente estudio muestran
una asociacion positiva del TGF-$ con el
perfil lipidico en el grupo que consumié una
dieta hipercolesterolémica (Grupo 2), tal y
como ha sido reportado en otros estudios
(Zhou y col., 2009; Buday y col., 2010). De
hecho, Buday y col. (2010) demostraron
que el TGF-B causa disfuncion endotelial
a través del estrés oxidativo inducido
por la activacion de la NAD(P)H oxidasa
y la consecuente sobreproducciéon de
superoéxido vascular en un modelo murino
de aterosclerosis; dicho hallazgo se asoci6
con el engrosamiento de la pared aortica
y con la formacion de placa aterosclerética
agravada. Estos resultados pueden
proporcionar un mecanismo que explica
la aterosclerosis acelerada en pacientes
con TGF-B1 elevado en suero. Por lo tanto,
los resultados obtenidos sugieren que el
incremento del TGF-f, acompanado del
aumento de la concentracion de los lipidos
séricos favorece el proceso aterosclerético
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y apuntan a que el TGF- sérico puede
constituir un marcador de riesgo y de
aterosclerosis. Asimismo, se sugiere
que el incremento de la concentracion
de los lipidos séricos puede contribuir a
la instauracion del proceso inflamatorio
sistémico, lo cual se ve acompanado del
aumento del TGF-f, favoreciendo el proceso
ateroscleratico.

Asimismo, en la presente investigacion
se observo que, bajo nuestras condiciones
experimentales, la administracion de una
dieta enriquecida con colesterol durante
12 semanas fue capaz de ocasionar un
incremento en los lipidos séricos desde la
6ta semana de experimentacion, e indujo
lesiones de grado leve en las aortas de los
conejos; por su parte, la administracion de
la dieta hipercolesterolémica durante las
doce semanas, indujo la evolucion de las
lesiones a un grado intermedio y avanzado.
En este sentido, diferentes estudios han
indicado que el colesterol (0,5-2%) anadido
a la dieta ha demostrado que provoca
hipercolesterolemia y posteriormente
el desarrollo de lesiones ateromatosas
(Roth y col., 1983). En cuanto a los niveles
de triglicéridos, diversos estudios han
reportado que los mismos incrementan o
permanecen iguales tras la administracion
de una dieta hipercolesterolémica (Camejo
y col., 1973; Stange y col., 1975; Kushwaha
y col., 1978; Roth y col., 1983; Zhangy col.,
2002; De Castro y col., 2009; Sun y col.,
2013; Tanko y col., 2016). En este sentido,
la hipertriglicéridemia resultante tras la
administracion de una dieta enriquecida en
colesterol, puede ser debida al incremento
de su sintesis o a la disminuciéon del
catabolismo de lipoproteinas ricas en
triglicéridos, lo cual influye directamente en
la composicion y metabolismo de las LDL y
HDL (Adekunle y col., 2013). Asimismo, la

lipidemia observada tras la administracion
del colesterol puede ser el resultado del
incremento de la masa adiposa visceral, 1o
cual causa una alteracion en el metabolismo
de los lipidos y consecuentemente resulta
en un incremento en los acidos grasos
circulantes, los cuales son potentes
inductores de estrés oxidativo (Tanko y
col., 2016).

El resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno)
es un polifenol natural con propiedades
antioxidantes potentes, el cual esta presente
en frutos como las moras y los arandanos,
pero principalmente, en la uva y en el vino
tinto. Sus propiedades in vitro han sido
ampliamente estudiadas, entre ellas cabe
destacar su actividad como anticancerigeno,
antiagregante plaquetario, antiinflamatorio
(Dobrydneva y col., 1999; Tseng y col.,
2011). En cuanto a sus propiedades in vivo,
su actividad no esta del todo esclarecida;
sin embargo, existen evidencias que
encuentran beneficios sobre el sistema
cardiovascular (Baury col., 2006; Agarwal y
Baur, 2011; Timmersy col., 2011; Gambini
y col., 2013).

En el presente estudio se demostro,
por primera vez, que la suplementacion de
resveratrol disminuyo las concentraciones
séricas del TGF-B durante la aterosclerosis
y ocasiond una disminucién en la
formacion de lesiones aterosclerdéticas
en los conejos suplementados con este
polifenol a los que se les administré una
dieta hipercolesterolémica; sugiriendo que,
bajo nuestras condiciones experimentales
y de acuerdo a la dosis empleada, el
resveratrol tiene efectos antiinflamatorios
durante la aterosclerosis desde la sexta
semana de experimentacion. En relacion a
ello, diferentes estudios han demostrado
que el resveratrol puede modular las
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concentraciones y expresion del TGF-3; en
este sentido, Suenaga y col., (2008), refieren
que algunos de los efectos beneficiosos
del resveratrol podrian estar mediados en
parte por sus efectos sobre la expresion y
senalizacion del TGF-; ya que este polifenol
fue capaz de incrementar la transcripcion
del gen TGF-B2, incrementar su produccion
y activar la senalizacion TGF-/Smad en
la linea de células epiteliales de pulmoén
humano, A549. Asimismo, diversos estudios
senalan que el resveratrol es capaz de
disminuir la expresion del TGF-$ tanto in
vivo como in vitro (Chavez y col., 2008; He
y col., 2017; Qiaoy col., 2017; Ashrafizadeh
y col., 2020), inhibiendo la diferenciacion y
activacion de los miofibroblastos a través
de la supresion de la via ERO/ERK/TGF-/
periostina (Wu y col., 2016); e inhibiendo
la fibrosis y la expresion de TGF-f3 inducida
por la angiotensina Il y alta glucosa (Liu y
col., 2015).

De igual manera se ha descrito que
la administraciéon oral de resveratrol (10
mg/Kg/dia) fue capaz de disminuir la
expresion del TGF-B y la fibrosis en ratas a
las que se indujo cirrosis con tetracloruro
de carbono; sugiriendo que el resveratrol
posee efectos antifibroticos (Chavez y col.,
2008). Asimismo, Hey col. (2017), indicaron
que el resveratrol fue capaz de disminuir
la expresion de TGF- en un modelo de
prostatitis cronica en ratas, mejorando la
fibrosis y suprimiendo la via de senalizacion
TGF-B/Wnt/b-catenina. Por su parte, Arablou
y col. (2021) demostraron que el resveratrol
mejora la progresion de la endometriosis
mediante la disminucién de la expresion
del TGF-B y del factor de crecimiento
derivado del endotelio en células de
estroma endometrial. Asimismo, Qiaoy col.
(2017), demostraron una disminucién en
la expresion de TGF-B1, p38, fibronectina

y mejoria sobre los cambios histologicos
renales en ratas diabéticas tratadas con
resveratrol (20 mg/Kg/dia durante 4
semanas), y una disminucion en la expresion
de esta proteina y de la fibronectina en una
linea de células mesangiales tratadas con
resveratrol, sugiriendo que este polifenol
tiene propiedades renoprotectoras durante
la diabetes, pues fue capaz de disminuir el
dano al tejido posiblemente mediante una
inhibicion de la via de senalizacion p38/
MAPK/TGF-B1.

Por lo tanto, considerando que el
resveratrol fue capaz de disminuir las
concentraciones séricas del TGF-f3, el cual
ha demostrado estimular la sintesis de
proteoglicanos por las CML, promoviendo la
retencion de lipoproteinas y su acumulacion
en la pared del vaso y su posterior
modificacion quimica (Bobik y col., 1999),
eventos claves en la aterosclerosis; se
puede inferir que uno de los efectos
antiaterogénicos del resveratrol se deba a la
disminucion en la secrecion de esta citocina
in vivo durante la aterosclerosis; lo cual
podria contribuir a disminuir la acumulacion
de lipoproteinas en la intima arterial, pues
dicho efecto estuvo acompanado en una
disminucion en la formaciéon y severidad
de las lesiones ateroscleroticas, tal y como
se ha demostrado previamente (Gonzalez
y col., 2018; Figueira y Gonzalez, 2018;
2019; 2020). Es relevante senalar que el
efecto del resveratrol sobre los niveles
del TGF-B se observo en los conejos a los
que se le indujo la aterosclerosis con una
dieta hipercolesterolémica, lo cual indica
la necesidad de un ambiente “estimulado”
o inflamado, tal y como se ha apreciado in
vitro (Buttari y col., 2014).

Hasta ahora, algunos estudios han
indicado que el resveratrol mejora el

64



JIMENEZ Y COL.

perfil lipidico y el metabolismo de las
lipoproteinas en ratones sometidos a dieta
hipercolesterolémica (Ramprasath y Jones,
2010; G6cmeny col., 2011; Xiey col., 2014).
Sin embargo, otros estudios experimentales
y clinicos no han demostrado un efecto
favorecedor del resveratrol sobre el perfil
lipidico (Matos y col., 2012; Faghihzadeh y
col., 2015; Gonzalez y col., 2018; Figueiray
col., 2018; 2019; 2020); dichos resultados
coinciden con los obtenidos en el presente
estudio. Por lo tanto, la ausencia del
efecto hipolipemiante encontrado en la
presente investigacion podria obedecer
a la acumulacion de lipidos exégenos
provenientes de la dieta, ya que los conejos
no pueden incrementar la excrecion de
esteroles (Kolodgie y col., 1996). Sin
embargo, a pesar de que la suplementacion
del resveratrol no tuvo efecto sobre los
lipidos séricos, fue capaz de reducir la
formacion y progresion de la aterosclerosis,
inducida por la dieta hipercolesterolémica
desde la sexta semana de estudio; dicho
efecto del resveratrol ha sido senalado
previamente, pues Matos y col. (2012)
demostraron que la suplementacion con
resveratrol (2 mg/Kg/dia) en conejos
expuestos a una dieta hipercolesterolémica
durante 56 dias, inhibio la progresion de la
lesion ateroscleroética hacia un fenotipo mas
grave y disminuyo el area de la intima y la
relacion intima/media. Igualmente, otros
estudios como el de Meng y col. (2014)
han evidenciado que la suplementacion
con resveratrol en ratas que recibieron
dieta aterogénica, inhibi6 el avance de
la lesion aterosclerética. Por lo tanto, el
efecto antiaterogénico del resveratrol
encontrado en el presente estudio, pudo
ser dependiente de sus propiedades
antiinflamatorias; pues su suplementacion
fue capaz de disminuir las concentraciones
séricas del TGF-.

En conclusién, de acuerdo con los
resultados obtenidos y bajo nuestras
condiciones experimentales, se sugiere que
el TGF-B es un marcador sérico, temprano,
no invasivo de aterosclerosis; reafirmando
su importante papel en la fisiopatologia de la
aterosclerosis, por lo que su cuantificacion
en sangre podria proporcionar informacion
util dentro del protocolo diagndéstico
de la aterosclerosis. Por otra parte, se
observé que la suplementacion oral con
resveratrol ejercio efectos antiinflamatorios
y antiateroscleréticos, pues disminuy6
los niveles séricos del TGF-§, y redujo
la formacién y evolucion de las lesiones
ateroscleroéticas, sugiriendo que la
administracion de este polifenol podria ser
beneficioso para prevenir la aterosclerosis.
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