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Resumen

El resveratrol es una fitoalexina que ha demostrado tener efectos anti-inflamatorios y antiaterogénicos. La
interleucina-17 (IL-17) y la interleucina-33 (IL-33) son citoquinas inflamatorias que estan vinculadas en la fisiopatologia
de la aterosclerosis. En el presente estudio se evalué el efecto del resveratrol sobre los niveles séricos de IL-17 y
de la IL-33 y su evolucién en el tiempo en conejos alimentados con una dieta enriquecida con colesterol. Para ello,
48 conejos machos Nueva Zelanda fueron divididos en cuatro grupos alimentados de la siguiente manera durante
12 semanas: Grupo 1 (control): Conejarina. Grupo 2: Conejarina suplementada con 0,5% p/p de colesterol. Grupo
3 (control resveratrol): Conejarina y resveratrol (2mg/Kg). Grupo 4: Conejarina suplementada con 0,5% colesterol y
resveratrol (2mg/Kg). Se realizaron determinaciones séricas de triglicéridos, colesterol y sus fracciones, IL-17 e IL-33
al inicio, 6ta, y 12ma semana de experimentacién. La mitad de los conejos fueron sacrificados a la 6tay 12ma semana
y se realiz6 estudio histolégico de su aorta. Se encontré un aumento de los niveles séricos de IL-17 e IL-33 en los
grupos 2 y 4 desde la 6ta semana de experimentaciéon con respecto a los grupos 1 y 3, respectivamente (p<0,0022).
En la duodécima semana se observd que el tratamiento con resveratrol revirtié el aumento de los niveles de IL-17
inducido por la dieta enriquecida con colesterol (p=0,0022). El tratamiento con resveratrol disminuyé la formacion de
ateromas. En conclusién, la IL-17 y la IL-33 séricas constituyen marcadores tempranos no invasivos de inflamacion
y aterosclerosis. La suplementaciéon oral de resveratrol ejerce efectos antiinflamatorios y anti-ateroscleréticos,
disminuyendo las concentraciones séricas de IL-17, la formacién y evolucién de las lesiones ateroscleroéticas.
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Abstract

Resveratrol is a phytoalexin and has anti-inflammatory and antiatherogenic actions. Interleukin-17 (IL-17) and
interleukin-33 (IL-33) are inflammatory cytokines involved in atherosclerosis. We evaluated the effect of resveratrol
on serum concentrations of IL-17 and IL-33 during the progression and evolution of atherosclerosis and its evolution
over time in rabbits fed with a cholesterol diet. Forty eight 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:
Standard diet + cholesterol (0.5% cholesterol). Group 3 (control resveratrol): Standard diet (commercial rabbit food)
and resveratrol (2mg/Kg). Group 4: Standard diet + cholesterol (0.5% cholesterol) and resveratrol (2mg/Kg). Blood
samples of overnight-fasted rabbits were collected on basal, sixth and twelfth weeks, and concentration of lipid profile,
IL-17 and IL-33 were determined. Half of the animals were sacrificed on sixth or on twelfth week, and the aorta was
dissected for histological studies. Our findings demonstrated that the IL-17 and IL-33 levels were significantly higher in
Groups 2 and 4 than groups 1 and 3, respectively since on 6th week (p < 0.0022). The resveratrol treatment reversed
the increased levels of IL-17 induced by cholesterol diet on 12th week (p=0.0022). Supplementation of resveratrol
diminished the formation of atherosclerotic lesions. These results support that serum IL-17 and IL-33 levels are
early markers of atherosclerosis. Oral supplementation of resveratrol exerts anti-inflammatory and anti-atherosclerotic
effects, decreasing serum concentrations of IL-17 and formation and evolution of atherosclerotic lesions.
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Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad
cronica multifactorial de la pared
arterial que resulta en el engrosamiento
secuencial y focal de laintima arterial, con
el desarrollo de placas ateroscleroéticas y
la subsecuente estenosis de las arterias
afectadas (Hansson y Libby, 2006). Este
proceso se caracteriza por una intensa
actividad inflamatoria y fibroproliferativa
(Gonzalez y col., 2007; Figueira y col.,
2014; Wu y col., 2017).

La respuesta inmune innata y
adaptativaregulalainflamaciénsistémica
y local durante la aterogénesis (Hansson
y Hermansson, 201 1); pues el desarrollo
y la progresion de la placa aterosclerodtica
esta asociada con cambios inflamatorios
desde su etapa temprana, tanto locales
en la pared arterial, como sistémicos.
En este sentido, diferentes citoquinas
estan involucradas en la inflamacion
relacionada con la aterosclerosis,
pues pueden inducir la migracion de
células inflamatorias hacia el espacio
subendotelial e incrementar la expresion
de moléculas proinflamatorias, eventos
claves en la aterogénesis (Tousoulis y
col., 2007; Wu y col., 2017). Asimismo,
se ha reconocido que los macrofagos
y los linfocitos T juegan un papel
relevante en el inicio y progresion de
esta enfermedad (Un y col., 2015;
Rahman y Fisher 2018). Recientemente,
se ha descrito a los linfocitos T helper
17 (Th17), como un subgrupo distinto
de células T CD4+ que secreta como
citoquina principal a la interleucina-17
(IL-17) (Korn y col., 2009).

La IL-17 es una citoquina proinflama-
toria producida durante la respuesta
innata y adaptativa, que ha demostrado
participar en la aterogénesis, regulando
la inflamacién tisular local mediante la

expresion coordinada de citoquinas y
quimioquinas proinflamatorias (Jeon 'y
col., 2015). Su expresion se ha visto
incrementada desde las primeras fases
de la aterosclerosis (Salvatore y col.,
2015), y sus concentraciones séricas se
han encontrado elevadas en pacientes
con infarto agudo al miocardio, angina
inestable (Cheng y col., 2008) y con
aterosclerosis coronaria (Eid y col., 2009).
Sin embargo, su papel en la aterosclerosis
no esta del todo esclarecido, pues se
ha descrito que la IL-17 puede ser anti-
inflamatoria, y su expresion se puede
asociar con la estabilidad de la placa
(Taleb y col., 2009).

Por su parte, la interleucina-33 (IL-
33) es un miembro de la familia de
la interleucina-1 (IL-1) que regula la
inmunidad innata y adaptativa para
promoverlarespuestainflamatoria (Miller,
2011); su papel en la aterosclerosis es
dual, comportandose como unamolécula
pro y anti-inflamatoria (Theoharides vy
col., 2015); en este sentido, la evidencia
ha descrito que la expresion de la IL-33 y
la de sus receptores estan incrementados
en las placas ateroscleréticas humanas
(Demyanets y col., 2011); y datos
clinicos revelan que sus niveles séricos
estan asociados con mortalidad en
pacientes con infarto de miocardio con
elevacion del segmento ST (Demyanets
y col., 2014). Sin embargo, la IL-33
ha demostrado tener propiedades
cardioprotectoras in vivo (Miller y col.,
2008). Asimismo, se ha reportado que
la senalizacion de la IL-33 puede regular
la produccién de la IL-17, sugiriendo
una interaccion entre dichas citoquinas
(Liang y col., 2018).

Por otra parte, estudios epidemiolo-
gicos han sugerido que la ingesta de
antioxidantes esta asociada con un
reducido riesgo de enfermedades cardio-
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vasculares (Retsky y col., 1999; Pashkow,
201 1).Asimismoestudiosexperimentales
indican que la suplementacion de
antioxidantes puede evitar y/o revertir la
progresion de la aterosclerosis (Figueira
y Gonzalez 2008A; Figueira y Gonzalez
2008B; Figueira y col., 2010). En este
sentido, el resveratrol (trans-3,5,4
trihidroxiestilbeno), es un polifenol que ha
demostrado ser beneficioso para prevenir
el inicio y progresion de la aterosclerosis
(Zghonda y col., 2011), pues inhibe la
oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), suprime la agregacion
plaquetaria, inhibe la proliferacion de
células de mausculo liso vascular in
vitro, modula la produccion de oxido
nitrico, controla los niveles de colesterol
plasmaticos y posee efectos anti-
inflamatorios mediante la regulacion de
la expresion de genes pro-inflamatorios
y pro-aterogénicos (Labinskyy y col.,
2006; Hou y col., 2008; Park y col.,
2009; Figueira, 2010; Wu y col., 2011).
Sin embargo, hasta los momentos
no esta claro el efecto del resveratrol
sobre las concentraciones séricas de
la IL-17 e IL-33 durante la progresion y
evolucion de la aterosclerosis; aun mas,
se conoce todavia menos la relacion
de estas citoquinas con la inflamacion
y su evolucion a lo largo del proceso
aterogénico. Es por ello que en el
presente estudio, se evaluo el efecto del
resveratrol sobre los niveles séricos de
IL-17 e IL-33 y su evolucion en el tiempo
en conejos alimentados con una dieta
enriquecida con colesterol.

Materiales y métodos

ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Se emplearon 48 conejos macho
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: Grupo 1 (control):
Alimentados diariamente con dieta
estandar (Protinal, Venezuela). Grupo
2: Alimentados diariamente con dieta
estandar enriquecida con 0,5% p/p
de colesterol. Grupo 3 (control
resveratrol): Alimentados diariamente
con dieta estandar y suplementados con
resveratrol en el alimento (2mg/Kg de
peso corporal). Grupo 4: Alimentados
diariamente con dieta estandar,
enriquecida con 0,5% p/p de colesterol
y resveratrol mezclado en el alimento
(2mg/Kg de peso corporal).

La dosis de resveratrol se selecciono
con base en estudios in vivo en conejos
(Matos y col., 2012; Figueira y Gonzalez,
2018), en las cuales el resveratrol posee
efectos bioldgicos a dosis de 2mg/Kg por
via oral. El resveratrol (3,5,4 -trihidroxi-
trans-estilbeno) administrado a los cone-
Jjos fue de origen natural.

Todos los conejos consumieron agua a
libre demanda. El periodo experimental
tuvo una duracién de doce semanas. Los
conejos fueron pesados antes, durante
y después de la experimentacion. Los
experimentos fueron aprobados por el
comité de Bioética, y los experimentos
fueron realizados siguiendo las buenas
practicas para el manejo de animales
de laboratorio (NIH Guide, 1996) y el
Codigo de ética para la vida (2011).
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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 antibiético y anticoccidial.
Proteina cruda 12%, grasa cruda 1%, fibra
cruda 20%, extracto libre de nitréogeno
42%.

DIETA HIPERCOLESTEROLEMICA

La administracion de colesterol me-
diante el enriquecimiento de una dieta
estandar se realizO de acuerdo con el
meétodo descrito en los modelos animales
de aterosclerosis inducida por la dieta
(Rasmusen y col., 2007); la cual se
prepar6o disolviendo el colesterol en etil
éter y etanol absoluto, y cubriendo con
esta mezcla los granos de la conejarina
en una relaciéon 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 al
inicio, 6ta y 12ma semana, utilizando
tubos sin anticoagulante. Posteriormente,
las muestras previamente mantenidas
en frio, se centrifugaron a 3.000 rpm
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 (Linear Chemicals,
Espana). La determinacion del colesterol
asociadoalaslipoproteinasdealtadensidad
(c-HDL) y asociado a las lipoproteinas de
baja densidad (c-LDL) se realizaron por
precipitacion y posterior determinacion
enzimatica (Linear Chemicals, Espana).
Las concentraciones séricas de IL-17 e
IL-33 fueron determinadas por ensayo
inmunoenzimatico (NeoBiolab, Cambrid-
ge, Massachusetts, USA).

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES. PREPARACION DE
TEJIDOS Y TIPIFICACION HISTOLOGICA DE LAS
LESIONES ATEROSCLEROTICAS

A la 6ta semana fueron sacrificados
por dislocacion cervical la mitad de los
animales de cada grupo y la otra mitad lo
fueron al final del estudio; posteriormente
se procedi6 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 (Luna, 1968), para
luego ser observados por microscopia
de luz. Las lesiones fueron tipificadas de
acuerdo a la clasificacion de la American
Heart Association (Stary y col., 1995).

ANALISIS DE LOS DATOS

Se calcul6 el promedio y la desviacion
estandar para las variables estudiadas.
Se realizé6 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
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la IL-17 y la IL-33 con las variables del
estudio. Se considero6 significativo p<0,05.
Se utilizé6 el programa GraphPad Prism
version 5.

Resultados
PERFIL LIPIDICO DE LOS CONEJOS

Las concentraciones séricas del
perfil lipidico de los conejos sujetos a
estudio se resumen en la tabla I. No se
observaron diferencias significativas en
las concentraciones séricas basales de
CT, c-HDL, c-LDL y TG entre los grupos de
conejos. El CT, c-HDL, c-LDL y TG en los
grupos 1 y 3 permanecieron sin cambios
significativos a lo largo del estudio. Por
su parte, en la 6ta y 12ma semana de
experimentacion se aprecid un aumento
significativo en la concentracion de CT,
c-HDL, ¢-LDL y TG en el grupo 2 y en el
grupo 4 con respecto al grupo 1 y grupo
3, respectivamente (p<0,0001). Para los
grupos 2 y 4 las concentraciones del perfil
lipidico variaron desde el inicio hasta el
final del experimento (p<0,0001) (Tabla I).

CONCENTRACIONES SERICAS DE LOS MARCADORES
DE INFLAMACION

Como se puede apreciar en las figuras
1 y 2, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las
concentraciones séricas basales de la IL-
17 e IL-33 entre los grupos de conejos
sujetos a estudio. Asimismo, la IL-17 e IL-
33 en los grupos 1 y 3 permanecieron sin
cambios a lo largo del experimento; por
su parte, los niveles de dichas citoquinas
en los grupos 2 y 4 variaron a lo largo del
estudio (p<0,0001). Enlasextasemanay al
final del experimento las concentraciones
séricas de la IL-17 e IL-33 aumentaron
en el grupo 2 con respecto al grupo 1
(p<0,0022), y en el grupo 4 con respecto
al grupo 3 (p<0,0022). Sin embargo, en

Tabla I
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 70+ 9 36 + 8 28+5 73 +9
Grupo 2 70+ 9 36 + 6 29+ 6 70+ 9
Grupo 3 70+ 8 357 27 £5 73+ 6
Grupo 4 | 67 £ 10 35 +7 26 £5 70+ 7
6ta semana
Grupo 1 66 + 10 36 + 8 31 £ 6 71 £ 11
Grupo 2 711:92*i 522*1 74 + 10* 7131?_5*1
Grupo 3 | 69+ 14 | 38 £ 10 28 +5 73+ 13
Grupo 4 7111125 5673;#1 74 + 9% 722#1
12ma semana
Grupo 1 69 +9 38 £+ 6 305 719
Grupo 2 1211761*i 867;)*1 75 £ 10~ 11161:27*1
Grupo 3 62 +13 36 + 11 25+6 66 £ 11
arupos | 13312 [ 883= [, o | 1155
Valores p

Grupo 1 0,5782 0,8924 0,5301 0,8954
Grupo 2 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Grupo 3 0,3527 0,4744 0,4055 0,4732
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. #= Comparacion con
respecto al grupo 3. p= Comparacion con
respecto al basal. c-HDL: Colesterol asociado
a lipoproteinas de alta densidad, c-LDL:
Colesterol asociado a lipoproteinas de baja
densidad, CT: Colesterol total, TG: Triglicéridos.

la duodécima semana se observOd una
disminucion significativa de los niveles
de IL-17 en el grupo 4 con respecto al
grupo 2 (p=0,0022). No hubo diferencias
significativas en la concentracion de IL-33
en el grupo 4 con respecto al grupo 2 alo
largo del estudio.

En la tabla Il se muestra el analisis
de Spearman de las correlaciones entre
la concentracion de IL-17, la IL-33 y el
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Figura 1. Efecto del resveratrol sobre las
concentraciones séricas de IL-17 en los conejos
sujetos a experimentacion al inicio, 6ta y 12ma
semana. 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<0,0022 vs. grupo control (Grupo 1). #p<0,0022
vs. control resveratrol (Grupo 3). 5p=0,0022 vs.
Grupo 2. ¢ep<0,0001 vs. su respectivo valor basal.

perfil lipidico, evidenciando correlacion
positiva significativa entre la IL-17 con la
IL-33 y de estas citoquinas con el perfil
lipidico (p<0,0001).

2500 3 Grupo1

=2 Grupo 2

@ Grupo3d
E Grupo4

4E
2000

*E

Concentracion sérica de IL-33

500

12ma semana

Figura 2. Efecto del resveratrol sobre las
concentraciones sérica de IL-33 en los conejos
sujetos a experimentacion al inicio, 6ta y 12ma
semana. Los resultados fueron expresados como
la media t+ desviacion estandar de la media
(N=12 basal y 6ta semana; N=6 en la 12ma
semana). *p<0,0022 vs. grupo control (Grupo
1). #p<0,0022 vs. control resveratrol (Grupo
3). ¢p<0,0001 vs. su respectivo valor basal.

Tabla II
Analisis de la correlacion de Spearman entre
las concentraciones de la Interleucina -17
(IL-17), interleucina — 33 (IL-33) y el perfil

lipidico
r p
IL-17 & CT 0,6375 0,0001
IL-17 & c-LDL 0,6742 0,0001
IL-17 & c-HDL 0,5811 0,0001
IL-17 & TG 0,6270 0,0001
IL-17 & IL-33 0,6985 0,0001
IL-33 & CT 0,6293 0,0001
IL-33 & c-LDL 0.6764 0,0001
IL-33 & c-HDL 0.6114 0,0001
IL-33 & TG 0.6674 0,0001

c-HDL: Colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad, c-LDL: Colesterol asociado
a lipoproteinas de baja densidad, CT:
Colesterol total, IL-17:Interleucina-17, IL-
33: Interleucina-33, TG: Triglicéridos.

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

En la tablaIll se presenta la distribucion
de los conejos segun el maximo grado
de ateroma encontrado en los cortes de
aorta, evidenciando que ningun conejo
de los grupos 1 y 3 presentaron lesiones
ateroscleréticas 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 3).

Discusion

Durante los ultimos anos, se ha
reconocido que la inflamacién juega un
relevante papel en el inicio y desarrollo
de la aterosclerosis (Hansson, 2005;
Gonzalez y col., 2008; Figueira y col.,
2017); de hecho, citoquinas pro-
inflamatorias pueden actuar en las
diferentes etapas del proceso regulando
la expresion de moléculas involucradas
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Figura 3. Cortes histologicos de las aortas de los
conejos al final del estudio. Lesion tipo IV (Panel
A). Se observa en la intima arterial cumulos
de lipidos intracelulares y extracelulares en
mayor extension de un conejo perteneciente
al grupo 2. Lesion tipo II (Panel B). Se observa
en la intima arterial cumulo de lipidos
intracelulares de un conejo perteneciente al
grupo 4. Tincién hematoxilina - eosina. 50X.

en el reclutamiento de leucocitos,
induciendo la produccion local de
factores de crecimiento y de citoquinas
perpetuando el proceso inflamatorio (Fava
y Montagnana, 2018; Rahman y Fischer,
2018). Asimismo, se ha descrito que los
macrofagos y los linfocitos T helper 1

Tabla III
Distribucién de los conejos segin el maximo
grado de ateroma encontrado en los cortes
de aorta. Datos presentados como n (%)

Grupo Sin Tipo I | Tipo Il | Tipo Tipo | Tipo V
ateroma 1 1\%
Sexta semana

6 0 0 0] 0 0

: 100% | 0% 0% 0% 0% 0%
0 2 4 0 0 0

2 0% 33% | 67% 0% 0% 0%
6 0 0 0 0 0

3 100% | 0% 0% 0% 0% 0%
3 3 0 (0] 0 0

4 50% | 50% 0% 0% 0% 0%

Duodécima semana

6 0 0 0 0 0

! 100% | 0% 0% 0% 0% 0%
0 0 0 1 5 0

2 0% 0% 0% 17% | 83% 0%
6 0 0 0 0 0

s 100% | 0% 0% 0% 0% 0%
A 2 1 1 2 0 0

33% | 17% 17% | 33% 0% 0%

(Th1) cumplen un papel clave en el inicio
y progresion de la aterosclerosis; sin
embargo el papel de las células Th17 y de
la IL-17 en la aterosclerosis sigue siendo
controvertido (Taleb y col., 2015).

La IL-17 es una citoquina de la que se
han descrito 6 isoformas designadas de la
A alaF, de las cuales las IL-17A y IL-17F
son producidas por los Th17; otras de las
fuentes de la IL-17 incluyen las células T
CD8+, células T yd, células natural Killer y
neutrofilos (Madhur y col., 2011). Se ha
descrito que en condiciones normales/
controladas, la expresion de la IL-17 es
baja; incrementandose en enfermedades
inflamatorias (Smith y col., 2010). El
papel de la IL-17 en la aterosclerosis
no esta del todo descrito; sin embargo,
algunos estudios han mostrado que
esta citoquina acelera la progresion de
la aterosclerosis (Erbel y col., 2009;
Gao y col., 2010; Smith y col., 2010);
de hecho, se ha reportado la presencia
de IL-17 en lesiones ateroscleréticas
humanas y animales (Eid y col., 2009;
Erbel y col., 2009; de Boer y col., 2010;
Bruggen y Ouyang, 2014), demostrando
ademas que las células T que infiltran las
arterias coronarias humanas producen
IL-17, interferon-y (IFN-y), induciendo una
respuesta pro-inflamatoria en células de
musculo liso vascular (Eid y col., 2009).

Por su parte, la IL-33 es una citoquina
que ejerce acciones pleiotropicas,
pues ha demostrado tener propiedades
aterogénicas y cardioprotectoras in
vivo; de hecho, su expresion se ha visto
incrementada durante la inflamacion y
en la placa aterosclerética (Miller y col.,
2008), contribuyendo en la amplificacion
de la respuesta inflamatoria (McLaren y
col., 2010). La IL-33 regula la inmunidad
innata y adquirida al unirse a su receptor
el ST2, el cual tiene dos isoformas, la
transmembrana, el ligando ST2 (ST2L) y

Revista Facultad de Farmacia - Vol. 81 - WYs1y2 - 2018

31



GONZALEZ & COLABORADORES

una forma soluble (sST2); sin embargo,
se ha reportado una tercera variante,
la constitutivamente activa (Fulgheri y
Malinowski, 2011). Dichos receptores
estan relacionados con la enfermedad
cardiovascular y la aterosclerosis (Rehman
y col., 2008; Shah y Januzzi, 2010); pues
se ha descrito un efecto protector de la IL-
33 durante la aterosclerosis cuando se une
a su receptor ST2L (Fulgheri y MalinowskKi,
2011); por su parte, el receptor sST2 sirve
como un receptor senuelo para la IL-33;
por lo que su presencia previene la union
de la IL-33 al ST2L, y suprime la actividad
de la IL-33 inhibiendo sus acciones in vivo
e in vitro (Palmery col., 2008); de hecho,
la administracion de sST2 ha demostrado
bloquear el efecto beneficioso de la IL-33
en modelos animales de aterosclerosis
(Miller y col., 2008; Sanada y col., 2007).
Por lo tanto, la IL-33 es una citoquina
inmuno-moduladora que actua como proy
anti-inflamatoria dependiendo del estado
de la enfermedad y/o de las condiciones
experimentales (Demyanets y col., 2014).

En el presente estudio se evidencio
que la IL-17 y la IL-33 podrian cons-
tituir marcadores tempranos no inva-
sivos de la aterosclerosis, pues la ad-
ministracion de una dieta enriquecida
con colesterol ocasioné un incremento
en las concentraciones séricas de estas
citoquinas a partir de la sexta semana
de estudio, lo cual estuvo acompanado
de lesiones ateroscleréticas de grado
intermedio y avanzado, sugiriendo el papel
de estas moléculas desde las primeras
fases de la aterosclerosis. En este sentido,
estudios clinicos han encontrado un
incremento en los niveles séricos de IL-17
en pacientes con aterosclerosis coronaria
(Eid y col., 2009) y angina inestable con
respecto a sujetos aparentemente sanos
(Cheng y col.,, 2008). Asimismo, en
modelos animales de aterosclerosis, se ha
reportado un aumento en la expresion de

IL-17, su ARNm y de células T que secretan
esta citoquina en las aortas de ratones
deficientes en ApoE desde las primeras
fases de la aterosclerosis (Gao y col.,
2010; Jeon y col., 2015), demostrando
ademas que la deficiencia o el bloqueo
de la IL-17 ocasion6 una reduccion en las
lesiones ateroscleroéticas, en el contenido
de colageno, de leucocitos, macrofagos,
células Th17, Thl y neutréfilos en la placa
(Smith y col., 2010; Butcher y col., 2016;
Nordlohne y col., 2018); sugiriendo que la
IL-17 interviene en la aterosclerosis desde
sus fases tempranas, pues incrementa
la produccion de especies reactivas de
oxigeno (Madhur y col., 2011) y modula la
inflamacion sistémica y vascular mediante
la estimulacion en la produccion del IFN-y,
interleucina -6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral — o (TNF-a), factor estimulante de
colonia de granulocitos y de quimioquinas
como CXCL8, CCL2, CXCL1 y CXCL2 (Kolls
y Linden, 2004; Smith y col., 2010).

En cuanto a la IL-33, la evidencia
clinica ha demostrado un aumento de
las concentraciones plasmaticas de esta
citoquina en pacientes con enfermedades
cardiovasculares (Demyanets y col., 2014;
Shen y col., 2015; Wang y col., 2015),
y su elevacion predice la progresion
de la placa ateromatosa (Shen y col.,
2015), sugiriendo su participacion en la
fisiopatologia de la aterosclerosis; pues
es capaz de inducir la activacion de las
células endoteliales hacia un fenotipo
inflamatorio mediante la regulacion
positiva de la IL-6, interleucina -8 (IL-8),
proteina quimiotrayente de monocitos
tipo 1 (MCP-1), molécula de adhesion
celular vascular tipo 1 (VCAM-1), molécula
de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y
selectina E (Demyanets y col., 2011;
Aoki y col., 2010); ademas promueve
la angiogénesis y modula la capacidad
proteolitica de las células endoteliales
induciendo el activador de plasminégeno
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tipo uroquinasay el inhibidor del activador
de plasminoégeno tipo 1 (Choiy col., 2009;
Stojkovic y col., 2014).

Sin embargo, se ha reportado que la IL-
33 posee efectos anti-aterogénicos (Miller
y col., 2008); de hecho su administracion
en ratones deficientes en ApoE fue capaz
de ocasionar disminucion del tamano de
lesiones ateroscleréticas, induccion de la
inmunidad mediada por los linfocitos Th2
(IL-4/-5/-13) y reduccion de la respuesta
Thl (IFN-y); siendo dichos efectos
bloqueados con el tratamiento con sST2
(Miller y col., 2008). A pesar de ¢llo, en el
presente estudio se encontré un aumento
en las concentraciones de la IL-33 que se
acompand de lesiones ateroscleroéticas,
lo cual podria sugerir que el efecto pro-
inflamatorio y aterogénico de laIL-33 pudo
estar acompanado de un aumento de los
niveles de sST2; pues este receptor esta
asociado con una regulacion negativa de
la senalizacion de la IL-33 (Lopez-Casado
y col., 2017); y sus concentraciones
constituyen un factor pronéstico adverso
en pacientes cardiovasculares (Weinberg
y col., 2003; Shimpo y col., 2004).

Asimismo, es relevante apreciar que el
incremento en las concentraciones de IL-
17 e IL-33 observado, sugiere la existencia
de un estado inflamatorio inducido por
la dieta enriquecida con colesterol, la
cual ocasion6 lesiones ateroscleréticas
de grado intermedio y avanzado. De
hecho, se ha descrito que la respuesta
inflamatoria precede cualquier cambio
morfologico visible en las lesiones (Jeon
y col., 2015). En este sentido, Un y col.,
en el 2015 encontraron que la expresion
de la IL-17 se encuentra incrementada
desde los estadios tempranos de la
aterosclerosis, evidenciando ademas
un aumento en la produccion de
mediadores pro-inflamatorios inclusive
antes de la apariciobn de los cambios

morfologicos; por lo tanto, el incremento
de las concentraciones séricas de IL-17
e IL-33 obtenido, puede estar regulando
importantes acontecimientos tempranos
de la aterosclerosis; pues podrian mediar
cambios pro-inflamatorios, quimioatrac-
cion, rodamiento, adhesion y activacion
de leucocitos, tal y como ha sido reportado
previamente (Erbely col., 2014; Umebashi
y col., 2018).

De igual manera, nuestros hallazgos
muestran una asociacion positiva entre la
IL-17 y la IL-33 y de las citoquinas con el
perfil lipidico, tal y como ha sido reportado
previamente (Reddy y col., 2013; Hasan y
col., 2014; Tarantino y col., 2014; Liang y
col.,2018), lo cual sugiere que elincremento
de la concentracion de los lipidos séricos
puede contribuir a la instauracion del
proceso inflamatorio sistémico, que se ve
acompanado del aumento de la IL-17 e IL-
33, favoreciendo el proceso ateroscleroético.
Asimismo, estos datos podrian sugerir
que las concentraciones séricas de estas
citoquinas podrian constituir un marcador
de riesgo y de aterosclerosis, pues el
aumento de los lipidos séricos viene
acompanado de un aumento del estado
inflamatorio. De igual manera, nuestros
hallazgos podrian indicar la existencia de un
disparador comun parcialmente compartido
para la produccion de estas citoquinas,
y/0 que estas moléculas podrian actuar
sinérgicamente induciendo y potenciando
la respuesta pro-inflamatoria, pues se ha
descrito que la IL-33 es un factor critico del
desarrollo funcional de las respuestas de
las células Th2 y Th17 (Liang y col., 2018).

Por otra parte, los polifenoles son
compuestos naturales que handemostrado
tener efectos beneficiosos sobre el
sistema cardiovascular (Cheng y col.,
2017); en este sentido, el resveratrol es
un polifenol con propiedades beneficiosas
para prevenir el inicio y progresion de la
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aterosclerosis (Zghondaycol., 201 1). Entre
sus efectos cardioprotectores se incluyen
sus propiedades antiaterogénicas, el
mejoramiento en el perfil lipidico y
la reduccion de secuelas del infarto
al miocardio (Rahman, 2008; Matos Yy
col., 2012; Chekalina, 2017; Fodor y
col., 2018). Los mecanismos por los
cuales el resveratrol protege el sistema
cardiovascular se basan principalmente
en sus efectos antioxidantes, anti-
inflamatorios y la inhibicion de Ila
agregacion plaquetaria (Labinskyy y col.,
2006; Hou y col., 2008; Park y col., 2009;
Wu y col., 2011); de hecho, el resveratrol
puede conferir vasculoproteccion
mediante la regulacion de la expresion de
genes pro-inflamatorios y pro-aterogénicos
en las células endoteliales (Labinskyy y
col., 2006).

En el presente estudio, se observo
que la suplementacion con resveratrol
fue capaz de disminuir el aumento de las
concentraciones séricas deIL-17 inducido
por la dieta enriquecida con colesterol en
laduodécimasemanade experimentacion
y disminuy6é la formacion y progresion
de las lesiones aterosclerética; lo
cual sugiere que el resveratrol tiene
efectos anti-inflamatorios; tal y como
ha sido reportado en estudios in vitro
(Venkatachalam y col., 2008; Lanzilli y
col., 2012) e in vivo en otras patologias
(Bakheety col., 2017); de hecho Lanzilliy
col. (2012) encontraron que el resveratrol
disminuy6 la produccion de IL-17 en
células mononucleares sanguineas; asi
mismo, Venkatachalam y col. (2008),
demostraron que el resveratrol inhibio
la expresion de la IL-17 mediado por
la fosfoinositol 3 quinasa, Akt y ERK1/2
en fibroblastos cardiacos, sugiriendo el
potencial terapéutico de esta molécula
en las enfermedades cardiovasculares e
inflamatorias. Es relevante senalar que el
efecto del resveratrol sobre los niveles

de IL-17 se observd 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).

Por otra parte, la accion anti-inflamatoria
tardia que ejercié el resveratrol en la
presente investigacion podria sugerir que
a la dosis administrada y bajo nuestras
condiciones experimentales, dicho efecto
pudo ser ejercido posiblemente a través
de la transcripcién génica, inhibiendo y/o
induciendo la expresion de factores de
transcripcion pro-inflamatorios y/o anti-
inflamatorios respectivamente, el cual es
un proceso que amerita mas tiempo. En
este sentido, el resveratrol ha demostrado
disminuir la expresion de moléculas de
adhesion celular in vitro como la VCAM-
1 e ICAM-1 y atenuar la adhesividad de
los monocitos al endotelio (Ferrero y col.,
1998; Carluccio y col., 2003); mucho
de estos efectos anti-inflamatorios son
el resultado de la inhibicion del factor
nuclear - kB y la proteina activadora -1
(Labinskyy y col., 2006).

Ademas, en el presente estudio se
demostroé, por primera vez, que la
suplementacion con resveratrol a las dosis
empleadas, no modifico los niveles séricos
de IL-33. Contrariamente, Sozmen y col.
(2016) demostraron que el tratamiento
con resveratrol (30 mg/Kg/dia, durante
7 dias) en ratones con dermatitis atopica
inducida por 2,4-dinitrofluorobenceno,
fue capaz de disminuir la expresion de la
IL-33 en las lesiones cutaneas, sugiriendo
que laIL-33 es un blanco farmacologico de
resveratrol. Por lo tanto, la dosis empleada
y al tiempo del tratamiento podrian ser los
responsables de la ausencia de respuesta
del resveratrol sobre la IL-33.
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La evidencia indica que el resveratrol
mejora el perfil lipidico (Tankoy col., 2016);
sin embargo, bajo nuestras condiciones
experimentales no se evidencio dichas
propiedades, tal y como lo han reportado
otros estudios (Matosy col., 2012; Imamura
y col., 2017; Figueira y Gonzalez, 2018).
La ausencia del efecto hipolipemiante
podria obedecer a la acumulacion de
lipidos exdgenos provenientes de su dieta,
ya que los mismos no pueden incrementar
la excrecion de esteroles (Gonzalez y col.,
2008). Nuestros hallazgos muestran que
la suplementacion del resveratrol fue
capaz de reducir la formacion y progresion
de la aterosclerosis, inducida por Ia
dieta enriquecida con colesterol desde
la sexta semana de estudio. Al respecto,
Matos y col. (2012) demostraron que la
suplementacion de resveratrol (2 mg/Kg,
durante 56 dias) a conejos alimentados
con una dieta hiperlipidémica, disminuyo
la formacion de ateromas, asociado a una
reduccion en la expresion de moléculas
de adhesion celular y citoquinas pro-
inflamatorias. Asimismo, Vasamsetti y col.
(2016) encontraron que la administracion
cronica de resveratrol previno la infiltracion
de monocitos y disminuy6 la formacion de
placas ateromatosas en ratones deficientes
en ApoE, posiblemente mediante Ia
inhibicibn de la diferenciacion de
monocitos y de la produccion de citoquinas
proinflamatorias. De igual manera, Figueira
y Gonzalez (2018) demostraron que el
resveratrol fue capaz de ejercer efectos
anti-inflamatorios y antiaterogénicos, al
disminuir las concentraciones séricas del
factor de crecimiento endotelial vascular,
de la proteina C reactiva y el tamano y
grado de la placa ateromatosa. Por lo tanto,
el efecto antiaterogénico del resveratrol
observado en el presente estudio se
podria asociar a sus propiedades anti-
inflamatorias y sugiriere su potencial
terapéutico y preventivo en enfermedades
cardiovasculares.

En conclusion, laIL-17 y la IL-33 séricas
podrian constituir marcadores tempranos
no invasivos de la aterosclerosis, pues la
administracion de una dieta enriquecida
con colesterol ocasion6é un incremento
en las concentraciones séricas de estas
citoquinas a partir de la sexta semana
de estudio, reafirmando su papel en
la fisiopatologia de Ila aterosclerosis;
por lo que los mismos podrian pro-
porcionar informacion diagnoéstica de
la aterosclerosis. La suplementacion
oral de resveratrol ejercié efectos anti-
inflamatorios y anti-aterogénicos, pues
disminuyé las concentraciones séricas
de IL-17, la formacion y evolucion de
las lesiones ateroscleréticas; por lo
tanto la administracion de este polifenol
podria ser beneficioso para prevenir la
aterosclerosis.
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