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RESUMEN

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta) esta involucrado en la fisiopatologia
de la aterosclerosis, en la cual el estrés oxidativo juega un papel fundamental. El resveratrol
es un polifenol que ha mostrado tener propiedades antiaterogénicas gracias a sus efectos
antiinflamatorios y antioxidantes. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del
resveratrol sobre los niveles séricos del TGF-beta, la formacion y evolucion de la placa de
ateroma en conejos machos de la raza Nueva Zelanda sometidos a una dieta
hipercolesterolémica. Se estudiaron 48 conejos: 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 (2mg/Kg/dia), durante 12 semanas. Se realizaron determinaciones de CT, TG, c-
HDL, c-LDL, productos que reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBARS) y TGF-beta 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 realizo estudio histologico de su aorta. Se encontré un
aumento significativo de la concentracion de TGF-beta, perfil lipidico y TBARS en los
grupos 2 y 4 con respecto a los grupos 1 y 3 desde la 6ta semana de experimentacion
(p<0,005). En la 6ta y 12ma semana se evidencioé una disminucién de los niveles de TGF-
beta en el grupo 4 con respecto al grupo 2 (p<0,005). Por otra parte, en la 12ma semana se
observo una disminucién de los niveles de TBARS en el grupo 4 con respecto al grupo 2
(p=0,0047). El tratamiento con resveratrol disminuy6 la formacion de ateromas. En
conclusion, el TGF-beta constituye un marcador temprano no invasivo de aterosclerosis; por
su parte los TBARS son un marcador tardio de oxidacion. Asimismo, la suplementacion oral
con resveratrol ejercio efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antiateroscleroticos.

Palabras claves: Factor de crecimiento transformante beta, resveratrol, aterosclerosis,
inflamacidn, oxidacion.



INTRODUCCION

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica, sistémica, de
etiologia multifactorial y progresiva; que se caracteriza por el engrosamiento de la
capa intima con pérdida de la elasticidad de las arterias de mediano y gran calibre, y

r . O y - ,y . .1 12
en cuya génesis estan involucrados factores genéticos y habitos de vida'*>.

El proceso fisiopatoldgico de la aterosclerosis inicia con la infiltracion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) al espacio subendotelial donde son oxidadas,
mediante las especies reactivas de oxigeno (ERO), para formar las LDL oxidada
(LDLox)% las cuales pueden lesionar a las células endoteliales e inducir la expresion
de moléculas de adhesion y factores quimiotacticos™® que generan la migracion de
monocitos al espacio subendotelial donde se diferencian a macréfagos® que fagocitan
a las LDLox, formando las células espumosas’. Paralelamente, los macréfagos
inducen la migracion y proliferacion de las células musculares lisas (CML) desde la
media a la intima, a través de la produccién de citoquinas inmunomoduladoras como

el factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta)S.

El TGF-beta es una proteina con un peso molecular de 25 KDa, formada por
dos cadenas idénticas de 112 aminoéacidos unidas por puentes disulfuro e
interacciones hidrofobas™'’. Su sefializacion se lleva a cabo a través de la familia de
proteinas Smad y dos receptores quinasa de serina/treonina denominados tipo I
(también conocido como quinasa de tipo activina [ALK]) y tipo II''""*. Esta citoquina
regula una gran cantidad de actividades bioldgicas como proliferacién, migracion y
apoptosis en diferentes tipos celulares'®; entre sus funciones destaca su papel en el
mantenimiento de la estructura normal de la pared de los vasos sanguineos, por lo que
se ha relacionado con sindromes cardiovasculares. Sin embargo, el papel del TGF-

beta en el desarrollo de la aterosclerosis es complejo y no estd completamente
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esclarecido’®. Por un lado, existen evidencias que apoyan la hipdtesis de su accion
protectora, considerando que es un factor antiaterogénico y estabilizador de la placa
de ateroma; pero por otro lado, se ha sefialado que el TGF-beta ejerce efectos

. . RPN b
proinflamatorios y proaterogénicos .

Por otra parte, hallazgos experimentales han permitido conocer que, en la
patogénesis de la aterosclerosis, el estrés oxidativo juega un papel muy importante'®
0. sin embargo no se conoce si el estrés oxidativo es un evento primario que ocurre
temprano en la enfermedad o si representa un fenomeno secundario que refleja dafio
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®. En relacion a lo anterior, el

resveratrol es un compuesto que ha llamado la atencion de los investigadores®.

El resveratrol es un polifenol natural con un peso molecular de 228,25 g/mol,
cuya estructura quimica consta de dos anillos aromaticos que estdn unidos por un
doble enlace. Este polifenol es una fitoalexina que se produce de forma natural en una
variedad de plantas, en respuesta a estrés bidtico y abiodtico, con el proposito de
protegerlas. Es un potente antioxidante presente en varios frutos que forman parte de
la dieta humana; principalmente en la piel de las uvas y en el vino tinto™>*.
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 ERO y disminuyendo la peroxidaciéon lipidica™.
Asimismo, protege al sistema cardiovascular inhibiendo varios procesos fisiologicos
como la oxidacion de las LDL, la agregacion plaquetaria y la proliferacion celular®.
Sin embargo, se desconoce su efecto sobre el TGF-beta y la relacion de esta citoquina
con el estrés oxidativo, incluyendo su evolucion a lo largo del proceso aterogénico.

Por otro lado, se ha planteado que el resveratrol podria modular la producciéon y

expresion del TGF-beta'”.
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En base a lo resefiado y tomando en cuenta que la aterosclerosis constituye un
creciente problema de Salud Publica, representando una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial y en Venezuela, en el presente estudio se evalu6 el efecto
del resveratrol sobre los niveles séricos del TGF-beta, la formacion y evolucion de la
placa de ateroma en conejos machos de la raza Nueva Zelanda sometidos a una dieta

hipercolesterolémica.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del resveratrol sobre niveles séricos del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-beta), la formacion y evolucion de la placa de ateroma en
conejos machos de la raza Nueva Zelanda sometidos a wuna dieta

hipercolesterolémica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar el efecto del resveratrol sobre niveles séricos del TGF-beta, perfil
lipidico y productos de peroxidacion lipidica que reaccionan con el acido
tiobarbiturico (TBARS) en los grupos de conejos sujetos a estudio en la 0, 6ta
y 12ma semana de experimentacion.

v Determinar el efecto del resveratrol sobre el grado de ateroma en cortes de
arteria aorta en los grupos de conejos después de haber sido sometidos a
experimentacion a la 6ta y 12ma semanas de experimentacion.

v Comparar los valores de las variables sujetas a estudio a las 0, 6ta y 12ma
semanas de experimentacion en cada grupo de conejos.

v' Comparar los valores de las variables sujetas a estudio a las 0, 6ta y 12ma
semanas de experimentacion entre cada grupo de conejos.

v' Relacionar los niveles séricos del TGF-beta con los niveles de TBARS vy el
perfil lipidico en los grupos de conejos a las 0, 6ta y 12ma semanas de

experimentacion.
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MATERIALES Y METODOS

MUESTRA Y DISENO EXPERIMENTAL

La presente investigacion es de tipo experimental, descriptiva, correlacional y
longitudinal. La muestra estuvo conformada por 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” (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).

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 experimentacion. Los experimentos fueron realizados
siguiendo las buenas practicas para el manejo de animales de laboratorio™ y el

Codigo de ética para la vida®'.
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Dieta estandar: Los animales del grupo control y resveratrol fueron
alimentados con Conejarina comercial (Protinal, Venezuela), cuya composicion es la
siguiente: 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 nitrogeno

42%.

Dieta hipercolesterolémica: La administracion de colesterol se realizd
mediante el enriquecimiento de la dieta estdndar con colesterol disuelto en etil éter y
etanol absoluto™. Los granos de la conejarina fueron cubiertos con la soluciéon de
colesterol en una relacion de 0,5 g de colesterol por cada 100 g de alimento y se

elimind el solvente por evaporacion durante 24 horas.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Las muestras de sangre fueron extraidas por puncién intracardiaca a todos los
conejos previo ayuno de 14 horas, al inicio, 6ta y 12ma semana, utilizando tubos de
ensayo sin y con anticoagulante (citrato de sodio). Las muestras se centrifugaron a
3.000 rpm durante 15 minutos para obtener el suero y el plasma, los cuales fueron

conservados en congelacion a -70°C hasta el momento del procesamiento.

DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Se realizaron determinaciones séricas de colesterol total (CT), triglicéridos
(TG) y colesterol asociado a las lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) por métodos

enzimaticos colorimétricos (Wiener Lab). La determinacion del colesterol asociado a
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las lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) se realizd por precipitacion y posterior
determinacion enzimdtica colorimétrica (Wiener Lab). Los TBARS en el plasma
fueron evaluados por un método colorimétrico descrito por Ohkawa y col., el cual
consistio en evaluar el efecto de las ERO sobre los lipidos, que resulta en la
produccion de varias sustancias que reaccionan con el acido tiobarbitirico y que
pueden ser medidas por espectrofotometria a 490nm®’. Las concentraciones séricas
del TGF-beta fueron determinadas por un ensayo inmunoenzimatico competitivo
comercial (NeoBiolab, Cambridge, Massachusetts, USA), en el cual el TGF-beta
presente en las muestras o estdndares competia con el conjugado por los sitios de
unidn a los anticuerpos fijados en los pozos de la placa. La reaccién fue medida por

espectrofotometria a 450nm.

PREPARACION DE TEJIDOS

A la 6ta semana de experimentacion y al final del estudio la mitad de los
animales de «cada grupo fueron sacrificados por dislocacion cervical;
consecutivamente se procedid a realizar la autopsia de dichos animales, extrayendo la
arteria aorta para ser examinadas. Las muestras de tejido extraidas, fueron fijadas en
formaldehido al 10% en PBS durante 24 horas y procesadas segin técnica de rutina,

para posteriormente ser tefiidas con hematoxilina y eosina’.

TIPIFICACION HISTOLOGICA DE LAS LESIONES
ATEROSCLEROTICAS

Las lesiones fueron tipificadas de acuerdo a la clasificacion de la American
Heart Association, la cual considera como lesiones tipo I, aquellas iniciales
constituidas por células espumosas sub-endotelial aisladas. Las lesiones tipo II
constituidas principalmente por un cumulo de lipidos intracelulares. Las lesiones tipo

IIT son intermedias o pre-ateromas, caracterizadas por cumulos de lipidos
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intracelulares y dispersos lipidos extracelulares. Las lesiones tipo IV son los
ateromas, representan lesiones avanzadas, y estdn constituidas por lipidos
intracelulares y por una gran cantidad de lipidos extracelulares. Las lesiones tipo V
contienen tejido conectivo fibroso y en ocasiones se encuentran calcificaciones. Las

lesiones tipo VI son las placas complicadas (fisura, trombos, hematomas)*'.

ANALISIS DE LOS DATOS

Se calculd la media y desviacidon estandar para las variables estudiadas. Se
realizod las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov, Jarque-
Bera. Se emple6 el analisis de Kruskall-Wallis con analisis post hoc mediante la
prueba de U- de Mann-Whitney sobre cada par de grupos. Se empled la correlacion
de Spearman para relacionar el TGF-beta con las variables del estudio. Se emple6 una
tabla de asociacion para clasificar el grado de ateroma. Se considerd significativo

p<0,05. Se utiliz6 el programa GraphPad Prism version 5.
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RESULTADOS

Peso de los conejos.

En la figura 1 se resume el peso de los conejos a lo largo del estudio. No se
observaron diferencias significativas en los pesos basales entre los grupos de conejos
sujetos a experimentacion. A partir de la 4ta hasta la 12ma semana del estudio hubo
un incremento significativo en el peso de los conejos con respecto a sus pesos basales

(p<0,001).

30007 -&— Grupol
— - Grupo2
2 —— Grupo3
‘© 20004 =¥~ Grupo4
S
o
3
8 1000 | .

8_) ' p<0,001 '
0

012345678 9101112
Tiempo (Semanas)
Figura. 1. Valores promedio y desviacion estdndar del peso corporal (g) de los

conejos a lo largo del estudio. Los resultados fueron expresados como la media +

desviacion estandar de la media.

Perfil lipidico de los conejos.
En la tabla 1 se resume las concentraciones de los lipidos séricos de los

conejos. No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de CT, c-
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HDL, c-LDL y TG basales entre los grupos de conejos en estudio. El CT, ¢c-HDL, c-
LDL y TG en los grupos 1 y 3 permanecieron sin cambios significativos a lo largo del
estudio. Se aprecié 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).

Tabla 1. Perfil lipidico de los conejos sujetos a estudio.

Grupos CT c-LDL c-HDL TG
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Basal

Grupo 1 73+ 12 39+ 10 30+ 6 79+ 11

Grupo 2 70+ 10 38+ 8 29+ 8 80+ 9

Grupo 3 68+ 10 37+9 30+7 82+ 10

Grupo 4 72+ 11 38+ 11 31+9 78+ 9

6ta semana

Grupo 1 68+ 13 36+ 9 28+7 84+ 12

Grupo 2 748+ 102* 603+ 72" 82+ 14" 724+ 927

Grupo 3 74+ 15 40+ 10 29+6 78+ 11

Grupo 4 725+ 122# 610+ 58* 83 + 15% 736 + 83#

12ma semana

Grupo 1 73+ 12 38+ 11 30+7 82+ 10

Grupo 2 1243+ 181" 890+ 82* 92+ 16" 1147+ 162"

Grupo 3 69 +14 38+ 11 28+ 6 84+9

Grupo 4 1145+ 171% 882+ 817 96 + 12# 1125+ 152#

Valores p

Grupo 1 0,9646 0,9491 0,9791 0,8638

Grupo 2 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Grupo 3 0,3632 0,6945 0,4678 0,3374

Grupo 4 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

Los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar de la media.
Significativo p<0,05
*= Comparacion con respecto al grupo 1.
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#= Comparacion con respecto al grupo 3.
p= Comparacion con respecto al basal.

Concentraciones séricas de los marcadores de inflamacion y oxidacion.

Como se puede apreciar en la figura 2, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones séricas basales de TGF-beta
entre los grupos de conejos sujetos a estudio. La TGF-beta 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-beta aumentaron en los
grupos 2 y 4 con respecto a los grupos 1 y 3, respectivamente (p<0,0050). Sin
embargo, en la 6ta y 12ma semana se evidencié una disminucion significativa de la

concentracion de TGF-beta en el grupo 4 con respecto al grupo 2 (p<0,0050).
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Figura 2. Efecto del resveratrol sobre las concentraciones sérica de TGF-beta en los
conejos sujetos a experimentacion en la semana 0, 6ta y 12ma. Los resultados fueron
expresados como la media + desviacion estandar de la media. (n=12 basal y 6ta

semana; n=6 en la 12ma semana). *p<0,0050 vs. grupo control (Grupo 1). “p<0,0050



21

vs. control resveratrol (Grupo 3). °p<0,005 vs. Grupo 2. “p<0,0001 vs. su respectivo

valor basal.

Con respecto al marcador de oxidacion TBARS plasmatico, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos sujetos a estudio en
condiciones basales. Dicho marcador en los grupos 1 y 3 permanecieron sin cambios
a lo largo del experimento. Por su parte, el TBARS en los grupos 2 y 4 vari6 a lo
largo del estudio (p<0,0001). En la sexta semana y al final del experimento las
concentraciones plasmaticas de TBARS aumentaron en el grupo 2 con respecto al
grupo 1 (p<0,0050), y en el grupo 4 con respecto al grupo 3 (p<0,0050). Sin embargo,
en la duodécima semana se observd una disminucion significativa de los niveles de

TBARS en el grupo 4 con respecto al grupo 2 (p=0,0047) (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del resveratrol sobre las concentraciones plasmatica de TBARS en
los conejos sujetos a experimentacion en la semana 0, 6ta y 12ma. Los resultados

fueron expresados como la media + desviacion estandar de la media. (n=12 basal y



22

6ta semana; n=6 en la 12ma semana). *p<0,0050 vs. grupo control (Grupo 1).
#p<0,0050 vs. control resveratrol (Grupo 3). p=0,0047 vs. Grupo 2 “p<0,0001 vs. su

respectivo valor basal.

En la Tabla 2 se muestra el analisis de Spearman de las correlaciones entre la
concentracion de TGF-beta, el perfil lipidico y TBARS en el grupo 2, evidenciando
correlacion positiva significativa entre la TGF-beta con el perfil lipidico y TBARS

(p<0,0001).

Tabla 2. Analisis de la correlacion de Spearman entre las concentraciones de TGF-

beta, TBARS y el perfil lipidico

r P
TGF-B & CT 0,6343 0,0001
TGF- & ¢-LDL 0,5738 0,0001
TGF- & c-HDL 0,6482 0,0001
TGF-p & TG 0,6380 0,0001
TGF-§ & TBARS 0,6400 0,0001

Analisis histolégico de la aorta.

En la tabla 3 se presenta la distribucion de los conejos segun el maximo grado
de ateroma encontrado en los cortes de aorta. Ningin conejo de los grupos 1 y 3
presentaron lesiones aterosclerdticas a lo largo del estudio. Por su parte, 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 4).
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Tabla 3. Distribucion de los conejos segun el maximo grado de ateroma encontrado

en los cortes de aorta. Datos presentados como n (%).

Grupo Sin ateroma Tipo I Tipo 11 TipoIll TipolIV TipoV

1 6 0 0 0 0 0
100% 0% 0% 0% 0% 0%
3 6 0 0 0 0 0

100% 0% 0% 0% 0%

Duodécima semana

2 0 0 0 1 5 0
0% 0% 17% 83%

4 2 2 1 1 0 0

(33%) (33%) (17%) (17%)  (0%) (0%)
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Figura. 4. Cortes histol()gicos de las aortas .de los cc;nejos al final del estudio. Intima
arterial sin lesion de un conejo perteneciente al grupo control (Panel A). Lesion Tipo
IV (Panel B). Se observa en la intima arterial cumulos de lipidos intracelulares
(flechas negras) y extracelulares (flecha azul) en mayor extension de un conejo
perteneciente al grupo 2 (10X). Lesion Tipo II (Panel C). Se observa en la intima
arterial cimulos de lipidos intracelulares (flechas negras) de un conejo perteneciente

al grupo 4 (50X). Tincidon hematoxilina — eosina.
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DISCUSION

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica que involucra al
sistema inmune y al estrés oxidativo, y cuya etiopatogenia es multifactorial ya que se
ha asociado a diversos factores de riesgo. Se caracteriza por la acumulacién de lipidos
oxidados en las paredes arteriales y la infiltracion de células inmunes y CML®*%;
dichas células son moduladas por citoquinas y factores de crecimiento. En este
sentido, el TGF-beta ha demostrado estar involucrado en la patogénesis de esta
enfermedad; ya que es una citoquina pleiotropica cuyo efecto sobre el sistema
cardiovascular es ambiguo; por un lado, existen evidencias que apoyan la hipdtesis de
su accion protectora, considerando que es un factor antiaterogénico y estabilizador de

la placa de ateroma; pero por otro lado, se ha sefialado que el TGF-beta ejerce efectos

proinflamatorios y proaterogénicos'".

Diferentes estudios asocian las variaciones en la expresion o sefializacion del
TGF-beta con la aterosclerosis; sin embargo, las relaciones precisas entre el TGF-beta
y la aterosclerosis no estan completamente comprendidas®. En este sentido, el TGF-
beta se ha considerado como una citoquina antiaterogénica y protectora, debido a que
inhibe la proliferacion y migracion de las CML, leucocitos y la expresion de
moléculas de adhesiéon endotelial vascular®®. En relacion a esto, varios estudios en
ratones hiperlipidémicos describen al TGF-beta como una citoquina antiaterogénica

que limita la aterosclerosis, principalmente a través de efectos inmunosupresores>~-

. En concordancia con esto, algunos estudios en humanos apoyan el papel

antiaterogénico del TGF-beta, evidenciando una correlacion negativa entre la

concentracion plasmatica de dicha citoquina y la presencia o extension de la

33,39,40

aterosclerosis También, el TGF-beta ha exhibido propiedades

antiinflamatorias, inhibiendo la migracion y la diferenciacion de las células
inflamatorias y tiene efectos inmunomoduladores en células claves en la

- 12,1 41
aterosclerosis'>!>3%41,
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Por otra parte, estudios en animales sugieren que el TGF-beta podria acelerar
la aterosclerosis, aumentando la acumulacion de la matriz extracelular vascular y
estimulando la produccion de proteoglicanos, con el consecuente incremento en la
retencion de lipoproteinas en la pared vascular’***. Asimismo, se ha descrito que el
TGF-beta tiene efectos profibroticos indirectos, estimulando la expresion del
inhibidor del activador del plasminoégeno-1 (PAI-1) y la sintesis del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), provocando la liberacion del factor de
crecimiento fibroblastico (FGF). De hecho, el incremento de los niveles de PAI-1 se
ha asociado con el aumento de ocurrencia de trombosis; mientras que, el PDGF y el
FGF influyen en la proliferacion y migracion de las células vecinas. Juntos, estos
mediadores controlan la angiogénesis y la reparacion vascular; por lo tanto, estas
acciones juegan un papel importante tanto en la fase inicial de la lesion como en la

. ., . 41
posterior fase de remodelacion de la aterosclerosis™ .

En el presente estudio se evidencié que la administracion de una dieta
hipercolesterolémica ocasiond lesiones ateroscleroticas de grado intermedio y
avanzado y un incremento progresivo y significativo en la concentraciones séricas de
TGF-beta a partir de la sexta semana de estudio, sugiriendo el papel de esta molécula
desde las primeras fases de la aterosclerosis, pudiendo éste constituir un marcador
temprano no invasivo de la enfermedad. Diferentes estudios apoyan el papel pro-
aterogénico del TGF-beta; en efecto, la evidencia ha descrito que el TGF-beta se
asocia con un mayor riesgo de incidencia de enfermedad arterial periférica®.
Asimismo, experimentos in Vivo en conejos han mostrado que el TGF-beta 1 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-beta 1 en las primeras fases
de la aterogénesis, pues esta citoquina es capaz de aumentar la produccion de la

matriz extracelular por parte de las CML en la intima arterial*’; e inducir la formacién

. . .. ., L. 14
de una cicatriz fibrosa, participando en el desarrollo de la lesion aterosclerotica ™.
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Es relevante sefialar que la elevacion de las concentraciones séricas de este
marcador de aterosclerosis se observaron desde la sexta semana de experimentacion,
lo cual sugiere que el TGF-beta es un marcador temprano de aterosclerosis, pues
interviene en la iniciacidon y progresion de esta enfermedad, ya que esta citoquina
posee propiedades proinflamatorias y proaterogénicas bien descritas, actuando desde
las etapas iniciales de la aterogénesis; pues desempefla un importante papel en la
retencién de lipidos y en el consecuente desarrollo de las lesiones ateroscleroticas™;
ya que el TGF-beta es capaz de aumentar la sintesis de proteoglicanos por las CML
que se acumulan en las regiones ricas en lipidos de las placas ateroscleroticas,
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

;.48
quimica™.

Por otra parte, durante las ultimas décadas diversos estudios han examinado el
papel del estrés oxidativo sobre la aterogénesis; y en relacion a ello, se ha descrito
que la aterosclerosis es el resultado de las modificaciones oxidativas de las LDL en la
pared arterial por las ERO producidas por los monocitos/macrofagos infiltrados,
células endoteliales disfuncionales y CML que migran desde la tiinica media a la capa
intima de la pared arterial®’. De hecho, ha sido ampliamente demostrado que la
funcion endotelial se encuentra alterada desde los estadios mas tempranos de la
aterosclerosis y se cree que la produccion de ERO induce la disfuncion endotelial,
paso inicial de la aterogénesis, puesto que el estrés oxidativo conlleva la oxidacion de
las LDL y la expresion de genes inflamatorios redox sensibles®’. Todos estos cambios
inducen la alteracion en la estructura y funcién de las células endoteliales y

17,50-52 . L
~%, Por lo tanto, el estrés oxidativo

contribuyen en la iniciacion de la aterosclerosis
participa en todas las fases del proceso aterotrombotico (adhesion y agregacion

plaquetaria, proliferacion celular, peroxidacion lipidica y proteica, dafio al ADN y a
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la membrana mitocondrial e inestabilizacion de la placa)™, y su determinacion ha
adquirido gran importancia como herramienta en el seguimiento de varias
enfermedades, incluyendo la aterosclerosis, siendo la evaluacion de los TBARS, una

L. , . . ., o c g - ;. 2
de las técnicas mas utilizada para la cuantificacion del dafio oxidativo en lipidos™.

En este sentido, en el presente estudio se encontré6 un aumento en la
produccion de los TBARS plasmatico en los grupos 2 y 4 a partir de la sexta semana
con respecto a los grupos 1 y 3, y con respecto a sus valores basales; esto sugiere que
la administracion de una dieta hipercolesterolémica podria inducir un aumento en la
produccion de ERO, tal y como se ha encontrado en otros estudiosS4’55; de hecho,
Figueira y Gonzélez, (2008)** demostraron que la administracion de una dieta
hipercolesterolémica durante 12 semanas en conejos machos Nueva Zelanda ocasion6
un aumento en la glutation peroxidasa con respecto al grupo control desde la sexta
semana de experimentacion (p<0,05), lo cual se acompaid de lesiones
aterosclerdticas en la aorta de los conejos; asimismo, evidenciaron que la
administracion de una dieta hipercolesterolémica suplementada con antioxidantes
inhibié la formacién de las lesiones; sugiriendo que en condiciones de
hipercolesterolemia con o sin suplementacion de antioxidantes existe un incremento
en la actividad de la glutation peroxidasa debido al estado de estrés oxidativo; en este
sentido, los investigadores sugirieron que la elevacion de la actividad de la enzima
antioxidante representa un mecanismo compensatorio al incremento del estrés
oxidativo inducido por la dieta hipercolesterolémica, aludiendo la importancia del
estrés oxidativo en la fisiopatologia de la aterosclerosis; tal y como se evidencio en el
presente estudio, donde se observd un incremento en la peroxidacion lipidica tras la

administracion de una dieta hipercolesterolémica.

Asimismo, estudios en modelos experimentales de aterosclerosis inducidos
por la dieta, han encontrado una mayor formaciéon de superoxido vascular, el cual

, . . . ., . 41 . .
podria contribuir a la disfuncién endotelial'’. De igual manera, estudios basados en
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modelos genéticos de aterosclerosis en ratones, han descrito que la deficiencia de la
sintasa de oxido nitrico inducible (iNOS) protege contra la aterosclerosis en ratones
deficientes de iNOS y apolipoproteina E (apoE); pues los mismos presentan niveles
plasmaticos significativamente mas bajos de peroxidos lipidicos en comparacion con
los ratones deficientes unicamente de apoE, lo cual sugiere que la reduccion en la
formacion de la lesion observada en el grupo de animales doblemente deficientes
puede deberse a la disminucidon en la peroxidacion de los lipidos, reiterando la
participacion e importancia del estrés oxidativo en la fisiopatologia de la

aterosclerosis>®.

Por su parte, estudios clinicos han evidenciado la participacion del estrés
oxidativo en la enfermedad cardiovascular; de hecho, en pacientes con
hipercolesterolemia, la reduccion en la relajacion dependiente del endotelio se ha
asociado con el aumento de la formacion de superdxido dependiente de la enzima
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa)'’, evidenciando
ademas un incremento en la expresion de diversas subunidades de dicha enzima y un
aumento en la expresién de enzimas antioxidantes durante la aterosclerosis’ .
Asimismo, El Kossi y Zakhary (2000)*, demostraron una disminucion en los niveles
de 4cido ascorbico y aumento de las concentraciones de perdxido lipidico y 6xido
nitrico (NO) en pacientes con accidente cerebrovascular trombdtico en comparacion
con sujetos aparentemente sanos. Dichas observaciones ofrecen evidencia
acumulativa de que el estrés oxidativo juega un papel claro en la patogénesis de la

. 5
enfermedad cardiovascular.

De igual manera, los hallazgos encontrados en esta investigacion muestran
una asociacion positiva del TGF-beta con el perfil lipidico y los TBARS en el grupo
que consumio una dieta hipercolesterolémica (Grupo 2), tal y como ha sido reportado
en otros estudios*”. De hecho, Buday y col., (2010)*' demostraron que el TGF-beta

causa disfuncion endotelial a través del estrés oxidativo inducido por la activacion de
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la NADPH oxidasa y la consecuente sobreproduccion de superoxido vascular en un
modelo murino de aterosclerosis; dicho hallazgo se asocié con el engrosamiento de la
pared aortica y con la formacion de placa aterosclerodtica agravada. Estos resultados
pueden proporcionar un mecanismo que explica la aterosclerosis acelerada en
pacientes con TGF-beta 1 elevado en suero. Por lo tanto, los resultados obtenidos
sugieren que el incremento del TGF-beta, acompanado del aumento de la
concentracion de los lipidos séricos y la produccion de TBARS, favorecen el proceso
aterosclerotico y apuntan a que el TGF-beta 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 y oxidativo sistémico, lo cual se ve acompafado del aumento del TGF-

beta y los TBARS, favoreciendo el proceso aterosclerotico.

El resveratrol (3,5,4 -trihidroxiestilbeno) es un polifenol natural con
propiedades antioxidantes potentes, el cual estd 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

. , . . .. . 60.61
anticancerigeno, antiagregante plaquetario, antiinflamatorio, entre otros . E

n
cuanto a sus propiedades in vivo, su actividad no esta del todo esclarecida; sin
embargo existen evidencias que encuentran beneficios sobre el sistema

. 24,62-64
cardiovascular>*%2%,

Cabe destacar que en un principio se planted que los efectos beneficiosos del
resveratrol se debian a su capacidad antioxidante quimica; sin embargo, las
investigaciones mas recientes se han centrado en su capacidad para regular la
expresion de enzimas antioxidantes como la catalasa, la glutation reductasa, entre
otras, inhibir la actividad inflamatoria de las ciclooxigenasas y activar la sintasa del
NO endotelial (eNOS)**. Por su parte, los efectos cardioprotectores atribuidos al

resveratrol incluyen sus efectos antiaterogénicos; esencialmente mejorando el perfil
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lipidico e inhibiendo la migracion y proliferacion de las CML a la capa intima®, y sus
efectos antiinflamatorios, pues es capaz de inhibir la activacion de factores de
transcripcion relacionados a la inflamacién como el factor nuclear kappa B (NF-
kB)®; por lo que su administracién se asocia con reducidos niveles séricos de
citoquinas pro-inflamatorias como el ligando 3 de la quimioquina, la interleucina 1

beta (IL-1P) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF )%,

En el presente estudio se demostrd, por primera vez, que la suplementacion
con resveratrol disminuyd las concentraciones séricas del TGF-beta durante la
aterosclerosis, sugiriendo que, bajo nuestras condiciones experimentales y de acuerdo
a la dosis empleada, el resveratrol tiene efectos antiinflamatorios durante la
aterosclerosis, observandose la disminucion de las concentraciones de TGF-beta en el
grupo 4 con respecto al grupo 2, a partir de la sexta semana de experimentacion. En
relacion a ello, diferentes estudios han demostrado que el resveratrol puede modular
las concentraciones y expresion del TGF-beta. En este sentido, Suenaga y col.,
(2008)", en su investigacion, refieren que algunos de los efectos beneficiosos del
resveratrol podrian estar mediados en parte por sus efectos sobre la expresion y
sefializacion del TGF-beta; ya que el resveratrol fue capaz de incrementar la
transcripcion del gen TGF-beta 2, incrementar su produccion y activar la sefializacion
TGF-beta/Smad en la linea de células epiteliales de pulmén humano, A549. Sin
embargo, diversos estudios sefialan que el resveratrol es capaz de disminuir la

expresion del TGF-beta tanto in vivo como in vitro®”®

, inhibiendo la diferenciacion y
activacion de los miofibroblastos a través de la supresion de la via ERO/ERK/TGF-
beta/periostina’’, e inhibiendo la fibrosis y la expresion de TGF-beta inducida por la

angiotensina II y alta glucosa’".

En este sentido, se ha descrito que la administracion oral de resveratrol (10
mg/Kg/dia) fue capaz de disminuir la expresion del TGF-beta y la fibrosis en ratas a

las que se indujo cirrosis con tetracloruro de carbono; sugiriendo que el resveratrol
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posee efectos antifibroticos®’. De igual manera, He y col., (2017)%, indicaron que el
resveratrol fue capaz de disminuir la expresion de TGF-beta en un modelo de
prostatitis cronica en ratas, mejorando la fibrosis y suprimiendo la via de sefializacion
TGF-beta/Wnt/b-catenina. Asimismo, Qiao y col., (2017)®°, demostraron una
disminucién en la expresion de TGF-beta 1, p38, fibronectina y mejoria sobre los
cambios histoldgicos 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 dafio al tejido posiblemente mediante una inhibicion

de la via de sefializacion p38/MAPK/TGF-beta 1.

Por lo tanto, considerando que el resveratrol fue capaz de disminuir las
concentraciones séricas del TGF-beta, 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®, 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 citoquina in Vivo
durante la aterosclerosis; lo cual podria contribuir a disminuir la acumulacion de
lipoproteinas en la intima arterial, pues dicho efecto vino acompafiado en una
disminucién en la formacion y severidad de las lesiones aterosclerdticas. Es relevante
sefalar que el efecto del resveratrol sobre los niveles del TGF-beta se observé 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’.

Por otra parte, en el presente estudio se evidencid que el resveratrol ejercio
efectos antioxidante y antiaterogénico, pues se observo una disminucién en las

concentraciones plasmaticas de TBARS en la duodécima semana de experimentacion
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y una disminucion en la formacion de lesiones ateroscleroticas desde la sexta semana
de experimentacion en los conejos suplementados con este polifenol a los que se les
administré6 una dieta hipercolesterolémica; demostrando el efecto del resveratrol
sobre el estrés oxidativo en la aterosclerosis in vivo. En este sentido, los hallazgos
obtenidos en esta investigacion coinciden con los reportados en otros estudios, donde
la administracion del resveratrol en ratas alimentadas con una dieta
hipercolesterolémica ocasioné una reduccion en la produccion de ERO” y una

. . ., ., . %) 2
disminucién en la formacion de lesiones aterosclerdticas=>.

Asimismo, estudios epidemioldgicos indican que la dieta mediterranea, rica en
resveratrol, se asocia con un riesgo reducido de sufrir aterosclerosis, debido a que el
mismo reduce el estrés oxidativo’®. De hecho, una de las propiedades mas
importantes del resveratrol es su poder antioxidante, siendo su principal blanco la
peroxidacion lipidica y las enzimas antioxidantes; ya que es capaz de reducir los
niveles de LDLox circulante en dietas ricas en grasas y elimina los radicales libres
como los hidroxilos, peréxido de hidrogeno y los radicales anidon superdxido
producidos por macréfagos estimulados en la intima arterial. De forma paralela,
aumenta la actividad de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa,
catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa; ademas inhibe la NADPH
oxidasa, principal fuente de radicales libres en CML y células endoteliales’, lo cual
indica que el tratamiento con resveratrol puede tener efectos beneficiosos sobre la
hipertension, aterosclerosis, enfermedad isquémica del corazon y la insuficiencia
cardiaca, ademas de enfermedades metabolicas como la diabetes que por lo general,

conllevan problemas relacionados con el sistema cardiovascular’.

Es relevante sefialar que el efecto antioxidante tardio que ejercié el resveratrol
en la presente investigacion (a partir de la duodécima semana de experimentacion)
podria sugerir que a la dosis administrada y bajo nuestras condiciones

experimentales, dicho efecto no fue a través de su accion directa como antioxidante;
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sino posiblemente a través de la transcripcion génica, induciendo y/o inhibiendo la
expresion de enzimas y proteinas antioxidantes y/o oxidantes, respectivamente, el
cual es un proceso que amerita mas tiempo. En este sentido, se ha descrito que el
resveratrol es capaz de disminuir la inactivacion del NO; ya que disminuye la
formacion y produccion de radical anidon superoxido, que provoca la rapida
inactivaciéon del NO’®. Esta disminucion del radical anién superdxido inducida por el
resveratrol es mediada por un incremento en la actividad de las enzimas

antioxidantes, superéxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa’®’’

y heme
oxigenasa - 1 (HO-1)"®, y a través de la disminucion de la expresion y actividad de la

NADPH oxidasa’"".

Hasta ahora, algunos estudios han indicado que el resveratrol mejora el perfil
lipidico y el metabolismo de las lipoproteinas en ratones sometidos a dieta
hipercolesterolémica®*?. Sin embargo, otros estudios experimentales y clinicos no
han demostrado un efecto favorecedor del resveratrol sobre el perfil lipidico™™;
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 exdgenos provenientes de la dieta, ya que los
conejos no pueden incrementar la excreciéon de esteroles®. 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 sefialado 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 aterosclerédtica
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 suplementacién con resveratrol en ratas que recibieron dieta

aterogénica, inhibid el avance de la lesion aterosclerotica. Por otra parte, estudios in
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vitro han descrito que el resveratrol podria contrarrestar la formacion de células
espumosas mediante la inhibicion de la expresion de la NADPH oxidasa en
macrofagos tratados con lipopolisacarido®®. Por lo tanto, el efecto antiaterogénico
encontrado en el presente estudio, pudo ser debido a las propiedades antiinflamatorias
y antioxidantes del resveratrol; pues su suplementacion fue capaz de disminuir las

concentraciones de TGF-beta y TBARS.

En resumen, de acuerdo a los resultados obtenidos y bajo dichas condiciones
experimentales, se sugiere que el TGF-beta es un marcador sérico, temprano, no
invasivo de aterosclerosis; por su parte, los TBARS constituyen un marcador de
oxidacion que se elevd de manera tardia, reafirmando su importante papel en la
fisiopatologia de la aterosclerosis, por lo que su cuantificacién en sangre podria
proporcionar informacion util dentro del protocolo diagndstico de la aterosclerosis.
Por otra parte, se observd que la suplementacion oral con resveratrol ejercid efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y antiaterosclerdticos, pues disminuyo las
concentraciones plasmaticas de TBARS, los niveles séricos de TGF-beta, y redujo la
formacion y evolucion de las lesiones ateroscleroticas, sugiriendo que la

administracion de este polifenol podria ser beneficioso para prevenir la aterosclerosis.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio y bajo nuestras condiciones experimentales, se observo
que la administracién de una dieta hipercolesterolémica durante 12 semanas a conejos
machos Nueva Zelanda fue capaz de ocasionar un incremento en el perfil lipidico
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.

Asimismo, se aprecidé que la administracion de la dieta hipercolesterolémica
ocasion6 un incremento en los niveles séricos de TGF-beta a partir de la 6" semana
de estudio, sugiriendo que el mismo es un marcador temprano no invasivo de
inflamacion y aterosclerosis. Ademads, se observd un aumento en la peroxidacion
lipidica, lo cual sugiere que tanto la inflamacién como la oxidacion juegan un papel

importante en la fisiopatologia de esta enfermedad.

De igual manera, en el presente estudio se aprecid una correlacion positiva
significativa del TGF-beta con el perfil lipidico y TBARS en el grupo 2, apuntando
que esta citoquina podria constituir un marcador de riesgo y de aterosclerosis, ya que
el aumento del colesterol sérico y sus fracciones se acompafia de un aumento del

estado inflamatorio y oxidativo.

Por otra parte, la suplementacion oral con resveratrol (2mg/Kg) ejercid efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y antiaterogénicos, pues disminuyé las
concentraciones de TBARS y TGF-beta y redujo la formacion y evolucion de las
lesiones aterosclerdticas, sugiriendo que la administracion de este polifenol podria ser
beneficioso para prevenir la aterosclerosis, y que dicho efecto antiaterogénico se debe

en parte a su accion antioxidante y antiinflamatoria.
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