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Resumen

El resveratrol es una fitoalexina con efectos antiinflamatorios y antiaterogénicos. La pentraxina 3 (PTX3) y la proteina
C reactiva (PCR) estan involucradas en la fisiopatologia de la aterosclerosis. Se evalu6 el efecto del resveratrol sobre
los niveles séricos de PTX3 y PCR y su evolucion en el tiempo en conejos alimentados con una dieta enriquecida
con colesterol. 40 conejos machos Nueva Zelanda fueron divididos en cuatro grupos 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. Se realizaron
determinaciones séricas de triglicéridos, colesterol y sus fracciones, PCR y PTX3 al inicio, 6ta, y 12ma semana de
experimentacion. La mitad de los conejos fueron sacrificados a la 6tay 12ma semana y se realiz6 estudio histologico
de su aorta. Se encontré un aumento de los niveles séricos de PTX3 y PCR en los grupos 2 y 4 desde la 6ta semana
de experimentaciéon con respecto a los grupos 1 y 3, respectivamente (p<0,0051). En la duodécima semana se
observo que el resveratrol revirtié el aumento de los niveles de PTX3 y PCR inducido por la dieta enriquecida con
colesterol (p<0,0050). El tratamiento con resveratrol disminuy6 la formaciéon de ateromas. En conclusién, la PTX3 y
la PCR séricas constituyen marcadores tempranos no invasivos de inflamacién y aterosclerosis. La suplementacion
oral de resveratrol ejerce efectos antiinflamatorios y anti-ateroscleréticos, disminuyendo las concentraciones séricas
de PTX3 y la formacion y evolucion de las lesiones ateroscleréticas.
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Abstract

Resveratrol is a phytoalexin and has anti-inflammatory and antiatherogenic actions. Pentraxin 3 (PTX3) and
C reactive protein (CRP) are involved in atherosclerosis. We evaluated the effect of resveratrol on serum
concentrations of PTX3 and CRP during the progression and evolution of atherosclerosis and its evolution over
time in rabbits fed with a cholesterol diet. 40 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 concentration of lipid profile,
CRP and PTX3 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 PTX3 and CRP levels were
significantly higher in Groups 2 and 4 than groups 1 and 3, respectively since on 6" week (p<0.0051). Resveratrol
treatment reversed the increased levels of PTX3 and CRP induced by cholesterol diet on 12" week (p<0.0050).
Supplementation of resveratrol diminished the formation of atherosclerotic lesions. These results support that
serum PTX3 and CRP levels are early markers of atherosclerosis. Oral supplementation of resveratrol exerts
anti-inflammatory and anti-atherosclerotic effects, decreasing serum concentrations of PTX3 and formation and
evolution of atherosclerotic lesions.
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Introduccion

Las pentraxinas son un dgrupo de
proteinas multifuncionales caracterizadas
por una estructura ciclica multimérica, que
incluyen a la proteina C reactiva (PCR), el
componente amiloide P sérico (SAP) y la
pentraxina 3 (PTX3) (Manfrediy col., 2008),
las cuales juegan un papel importante en
la inmunidad innata y son consideradas
como proteinas de fase aguda (Mantovani
y col., 2008); sin embargo, sus efectos en
la modulacion del sistema cardiovascular
influyen en diversos fen6émenos tales
como la inflamacion, angiogénesis 'y
adhesion celular (Fornai y col., 2016).

La PTX3 es un miembro de la familia
de las pentraxinas largas, cuya sintesis es
inducida rapidamente bajo estimulacion
de citoquinas pro-inflamatorias en varios

grupos celulares, incluyendo células
dendriticas, musculares lisas, macrofagos
y leucocitos (Rolph y col.,, 2002).

Asimismo, esta glicoproteina inflamatoria
es sintetizada localmente en el sistema
vascular (Debany col., 2010); de hecho, se
ha reportado un aumento en la expresion
de PTX3 en lesiones ateroscleréticas
humanas y animales (Rolph y col., 2002;
Norata y col., 2009), colocalizandose
con macrofagos, neutrofilos y células
endoteliales (Savchenko y col., 2008;
Daida, 2011). El papel de la PTX3 en la
aterosclerosis no esta del todo esclarecido
(Fornai y col., 2016); pues se le ha
descrito propiedades anti-inflamatorias
y pro-inflamatorias (Shindo y col., 2014%;
Shiraki y col., 2016); sin embargo, su
liberacibn parece ser una respuesta
especifica al dano vascular, lo cual indica
que esta proteina puede proveer de
mejor informacion sobre el desarrollo y
progresion de la aterosclerosis que otros
marcadores no especificos, como la PCR
(Jenny y col., 2009).

En este sentido, estudios clinicos han
descrito la utilidad de la PTX3 como
biomarcador en diversas enfermedades
como la angina inestable, el sindrome
coronario agudo y la insuficiencia cardiaca
cronica (Latini y col., 2004; Inoue y col.,
2007; Kotooka y col., 2008). Asimismo,
se ha reportado elevados niveles séricos
de PTX3 durante la aterosclerosis e
inflamacion (Norata y col., 2010),
evidenciando que dichos niveles se
asocian de manera independiente con las
enfermedades cardiovasculares (Jenny y
col., 2009; Soeki, 201 1);y conlaseveridad
de la aterosclerosis carotidea y femoral;
siendo un marcador de aterosclerosis
avanzada en humanos; y mejor predictor
de enfermedades cardiovasculares que
la PCR, pues tiene menor asociacion con
otras condiciones de riesgo vascular y
puede ser mas especifico para inflamacion
de la pared vascular (Knoflach, 2012; Ali
y col., 2017).

Estudios epidemioldgicos y experi-
mentales han sugerido que la ingesta
de antioxidantes esta asociado con
un reducido riesgo de enfermedades
cardiovasculares y puede evitar y/o
revertir la progresion de la aterosclerosis
(Pashkow, 201 1; Figueira y col., 2008A,B;
Figueira y col., 2010; Figueira y Gonzalez,
2018; Gonzalezy col., 2018). Elresveratrol
(3°,5,4-trihidroxiestilbeno) es un polifenol
presente en la piel de la uva y en el vino
tinto, al cual se le ha descrito propiedades
anti-inflamatorias, antioxidantes y
antiproliferativas; siendo un agente
beneficioso para prevenir y/o revertir el
inicio y evolucion de la aterosclerosis
(Figueira, 2010; Zghonda y col., 2011).
En este sentido, se ha descrito que este
polifenol mejora la funcidon vascular
mediante el incremento en la sintesis del
oxido nitrico (NO) y la disminucion de su
inactivacion (Li y Forstermann, 2009),
ejerce efectos antioxidantes, induciendo
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la expresion de enzimas antioxidantes
como la heme oxigenasa-1 a través
del factor relacionado al factor nuclear
tipo 2 (Zghonda y col., 2011), inhibe la
produccion de especies reactivas de
oxigeno en plaquetas estimuladas con
colageno (Zghonday col., 2011); ademas,
ejerce efectos anti-inflamatorios, pues
inhibe la produccién del factor de necrosis
tumoral -o. (TNF-a) e interleucina -6 (IL-
6) inducida por lipopolisacarido (LPS) in
vitro en macrofagos (Kang y col., 2010)
y disminuye la expresion de moléculas
de adhesion celular, atenuando Ila
adhesividad de los monocitos al endotelio
(Ferrero y col., 1998, Carluccio y col.,
2003). Sin embargo, hasta los momentos
no esta claro el efecto del resveratrol
sobre las concentraciones séricas de la
PTX3 durante la progresion y evolucion
de la aterosclerosis; aun mas, se conoce
todavia menos su evolucion a lo largo del
proceso aterogénico. Es por ello que en
el presente estudio se evalud el efecto
del resveratrol sobre los niveles séricos
de PTX3 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 40 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 semanade
ambientacion en el Bioterio Experimental
de la Universidad de Carabobo (Valencia,
Venezuela), los conejos fueron divididos
aleatoriamente en 4 grupos de 10

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 (2 mg/Kg de peso corporal,
viaoral). Grupo 4: alimentados diariamente
con dieta estandar, enriquecida con 0,5%
p/p de colesterol y resveratrol mezclado
en el alimento (2 mg/Kg de peso corporal,
via oral).

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 biologicos 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, USA).

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 aprobados por el
comité de Bioética, y siquieron las buenas
practicas para el manejo de animales de
laboratorio del National Institute of Health
(NIH Guide).

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,
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C, D3, E, acido pantoténico y niacina,
antioxidante, suplemento antibi6tico y
anticoccidial. Proteina cruda 12%, grasa
cruda 1%, fibra cruda 20%, extracto libre
de nitréogeno 42%.

Dieta hipercolesterolémica: La admi-
nistracion de colesterol mediante el
enriquecimiento de una dieta estandar se
realizo de acuerdo con el método descrito
en los modelos animales de aterosclerosis
inducida por la dieta (Rasmusen y col.,
2007); la cual se prepard 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. Deter-
minaciones bioquimicas: Las muestras
de sangre fueron extraidas por puncion
intracardiaca a todos los conejos previo
ayuno de 14 horas en las semanas O, 6tay
12ma, utilizando tubos sin anticoagulante.
Posteriormente, las muestras previamente
mantenidas en frio, se centrifugaron
a 3.000 rpm durante 15 minutos Yy
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 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 (Linear Chemicals, Espana). La
determinacion cuantitativa de la PCR se
realizo por método inmuno-turbidimétrico
(Alpco, USA) Las concentraciones séricas
de PTX3 fueron determinadas por
ensayo inmunoenzimatico (NeoBiolab,
Cambridge, Massachusetts, USA).

Sacrificiodelos animales. Preparacion
de tejidos y tipificacion histologica de
las lesiones aterosclerdticas: A la 6ta
semana y 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
a la clasificacion de la American Heart
Association (Stary y col., 1995).

ANALISIS DE LOS DATOS

Se calculdé promedio y desviacion
estandar para las variables estudiadas.
Se realizaron las pruebas de normalidad
de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov
y Jarque-Bera. Se empleé 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 la PTX3 y PCR con las variables
del estudio. Se consider6 significativo
p<0,05. Se utilizé 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 resume 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
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Tabla I
Perfil lipidico de los conejos sujetos a
estudio
§_ CcT c-LDL c-HDL TG
g (mg/dL) (mg/dL) | (mg/dL) (mg/dL)
Basal
1 71 £ 7 37 +7 295 69 + 12
2 68 t 14 37 +6 27 +6 719
3 67 £ 11 36 +7 26 +7 72 + 12
4 69 + 12 35+7 28+5 69 + 11
6ta semana
1 68 + 8 386 31+6 69 + 11
2| 709 + 134* | 557 £+ 76* | 77 + 12* 706 £ 111~
3 74+ 11 40+8 27 +6 75+ 10
4| 697 + 122% | 604 +827 | 76 + 117 735 + 87
12ma semana
1 71+ 10 36 + 6 315 70 £ 15
2 |1289 +266* | 882 +75*| 80+ 11* | 1088 + 320*
3 71 15 40 £ 10 25+ 6 74 + 12
4| 1349 +210* | 851 707 | 82+ 117 | 1112 + 2297
Valores p
1 0,8239 0,7756 0,6434 0,97253
2 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
3 0,5007 0,3982 0,5332 0,8158
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.

significativos a lo largo del estudio. Por
su parte, en la 6ta y 12ma semana de
experimentacion se observé 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); sin
embargo, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en las
concentraciones séricas de CT, c-HDL,
c-LDL y TG en el grupo 4 con respecto al
grupo 2 a lo largo del estudio (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
PTX3 y PCR entre los grupos de conejos
sujetos a estudio. Asimismo, la PTX3 y la
PCR en los grupos 1 y 3 permanecieron sin
cambios a lo largo del experimento; por
su parte, los niveles de dichas proteinas
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 PTX3 y PCR aumentaron
en el grupo 2 con respecto al grupo 1
(p<0,0049; p<0,0049, respectivamente),
y en el grupo 4 con respecto al grupo 3
(p<0,0049; p<0,0051, respectivamente).
Sin embargo, en la duodécima semana
se observo una disminucion significativa

1 Grupo1
3 Grupo2

W Grupo 3
E Grupo 4

&2

s28

Concentracion sérica de PTX3
(ng/mL)

IrERE MERE i

T T
Basal 6ta semana 12ma semana

Figura 1. Efecto del resveratrol sobre las
concentraciones sérica de PTX3 en los conejos
sujetos a experimentacion en la semana O, 6ta y
12ma. Los resultados fueron expresados como la
media + desviacion estandar de la media (N=10
basal y 6ta semana; N=5 en la 12ma semana).
*p<0,0049 vs. grupo control (Grupo 1). “p<0,0049
vs. control resveratrol (Grupo 3). 5p=0,0049 vs.
Grupo 2. :p<0,0014 vs. su respectivo valor basal.
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1 Grupo1
=3 Grupo 2

W Grupo 3
E Grupo 4

%2

44 *2

Concentracion sérica de PCR
(mgiL)

Tabla Il

Analisis de la correlacion de Spearman entre
las concentraciones de la PTX-3, PCR y el
perfil lipidico

r P

4 3 = PTX3 & CT 0,5713 0,0001

: PTX3 & c-LDL 0,5707 0,0001

" ; PTX3 & c-HDL 0.6172 0,0001

. ﬁ%i% ﬁ i ﬁ o i PTX3 & TG 0,6934 0,0001

Ba'sal 6ta selmana 12ma s‘emana PTX3 & PCR 0,6632 0,0001

. PCR & CT 0,6261 0,0001
Figura 2. Efecto del resveratrol sobre las

. - : PCR & c-LDL 0,6082 0,0001
concentraciones sérica de PCR en los conejos

sujetos a experimentacion en la semana O, 6ta y PCR & c-HDL 0,7164 0,0001

12ma. Los resultados fueron expresados como la PCR & TG 0,6429 0,0001

media + desviacion estandar de la media (N=10
basal y 6ta semana; N=5 en la 12ma semana).
*p<0,0049 vs. grupo control (Grupo 1). “p<0,0051
vs. control resveratrol (Grupo 3). 5p=0,0050 vs.
Grupo 2. p<0,0013 vs. su respectivo valor basal.

de los niveles de PTX3 y PCR en el grupo
4 con respecto al grupo 2 (p=0,0049;
p<0,0050, respectivamente).

En la tabla II se muestra el analisis
de Spearman de las correlaciones entre
la concentracion de PTX3, PCR y el perfil
lipidico, evidenciando correlacion positiva
significativa entre la PTX3 con la PCR y
de estas pentraxinas con el perfil lipidico
(p<0,0001).

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

En la tabla Ill 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).

c-HDL: Colesterol asociado a lipoproteinas
de alta densidad, c-LDL: Colesterol asociado

a lipoproteinas de baja densidad, CT:
Colesterol total, PCR: Proteina C reactiva,
PTX3: Pentraxina 3, TG: Triglicéridos.

Tabla III

Distribucion de los conejos segun el maximo
grado de ateroma encontrado en los cortes
de aorta. Datos presentados como n (%).

8. g — = = = >

s| 5§ 8 2 2 g 8
) = &= = (= = =

Sexta semana

5 (0} 0 0 (0} 0

! 100% 0% 0% 0% 0% 0%
0 2 3 0 (0} 0

2 0% 40% 60% 0% 0% 0%
5 0 0 0 (0} 0

5 100% 0% 0% 0% 0% 0%
3 2 0 0 (0} 0

* 60% 40% 0% 0% 0% 0%

Duodécima semana

5 0 0 (0] 0 (0]

! 100% 0% 0% 0% 0% 0%
0 0 0 0 5 0

2 0% 0% 0% 0% 100% 0%
5 0 (0] (0] 0 0

5 100% 0% 0% 0% 0% 0%
2 1 1 1 (0] 0

4 40% 20% 20% 20% 0% 0%
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Figura 3. Cortes histolégicos de
tipo IV (Panel A). Se observa en la

(Panel B) de un conejo perteneciente al

Discusion

La inflamacion es reconocida como
un factor critico involucrado en el
desarrollo, progresion y ruptura de la
placa aterosclerética y en la formacion
de trombos, lo cual ha llevado a evaluar
a diversos marcadores de inflamacion
como potenciales herramientas para la
prediccion del riesgo de enfermedad
cardiovascular (Figueira y col., 2017).
Entre éstos, el mas empleado es la PCR;
de hecho, se ha descrito asociacion
positiva entre niveles moderadamente
elevados de la PCR ultrasensible (hsPCR)
con el riesgo para el desarrollo de eventos
cardiovasculares (Ridker y col., 2002).
De igual manera, la PTX3 juega un papel
importante como factor pronéstico para
las enfermedades cardiovasculares (Inoue
y col., 2007; Alipour-Parsa y col., 2017),
siendo un marcador util para el diagnostico
cardiovascular e indicador del estado de
la enfermedad (Kimihiro y col., 2016);
de hecho, se ha descrito que la PTX3
parece ser un poderosos predictor para
determinar la vulnerabilidad de la placa
(Liu y col., 2015). Sus niveles elevados
podrian ayudar a predecir la severidad de la
enfermedad coronaria (Nerkizy col., 2015);

las aortas de
intima arterial
extracelulares en mayor extensién de un conejo perteneciente al
grupo 4. Tincién hematoxilina -

los conejos al final del estudio. Lesion
cumulos de lipidos intracelulares y
grupo 2. Aorta normal
eosina. 50X

y ademas tiene valor en la prediccion de
la severidad y pronostico en pacientes con
infarto de miocardio (Peri y col., 2000). Por
otra parte, la evidencia ha descrito que la
PTX3 tiene valor superior al de la hsPCR;
ya que en contraste con la PCR, que es
principalmente producida en el higado, la
PTX3 es producida en el sitio de infeccion
o inflamacion por macré6fagos, monocitos
y células dendriticas, por lo que sus niveles
reflejan inflamacién local en la lesion
aterosclerotica con mayor precision que la
PCR (Casula y col., 2017), actuando como
un factor mas especifico de aterosclerosis
e inflamacion vascular coronaria y ha
sido independientemente asociado
con el progreso de la aterosclerosis y la
enfermedad de las arterias coronarias
(Jenny y col., 2009; Knoflach, 2012).

En el presente estudio se evidencio que
tantolaPTX3 comolaPCR podrian constituir
marcadores tempranos no invasivos de
aterosclerosis, pues la administracion
de una dieta enriquecida con colesterol
ocasiono lesiones ateroscleroticas
de grado intermedio y avanzado y un
incremento en la concentraciones
séricas de PTX3 y PCR a partir de la
sexta semana de estudio, sugiriendo
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el papel de estas moléculas desde las
primeras fases de la aterosclerosis. En
este sentido, diferentes estudios han
encontrado que la PTX3 esta fuertemente
expresada en placas ateroscleroéticas
en comparacion a arterias no afectadas
(Rolph y col., 2002; Savchenko y col.,
2008), demostrando mayor expresion en
las placas vulnerables en comparacion a
las placas estables de arterias coronarias
de pacientes con angina de pecho; siendo
la inmunoreactividad para la PTX3 mas
intensa en areas con hemorragia intraplaca
(Matsuura y col., 2012). Por otra parte,
la evidencia ha descrito un aumento en
las concentraciones séricas de PTX3
en pacientes con estenosis carotidea,
asi como en pacientes con sindrome
coronario agudo (Fornai y col., 2016),
evidenciando que los niveles elevados
de PTX3 en suero se correlacionan con la
severidad de la aterosclerosis coronaria
(Ohbayashi y col., 2009; Nerkiz y col.,
2015), sugiriendo que la PTX3 es un
biomarcador para aterosclerosis y sus
niveles séricos reflejan inflamacion local
(Savchenko y col., 2008).

Las pentraxinas han demostrado jugar
un papel relevante en la aterosclerosis;
de hecho; la PCR es el marcador de
inflamacion mas estudiado relacionado
con pronostico cardiovascular. Diferentes
autores han senalado que esta proteina
se encuentra presente en las lesiones
aterosclerdticas de humanos y animales,
y sus niveles se han encontrado elevados
en la aterosclerosis desde sus fases
temprana, tal y como se ha reportado
previamente y en el presente estudio
(Figueira y Gonzalez, 2018), pudiendo
contribuir con el proceso aterogénico,
mediante la induccion de factores pro-
inflamatorios como moléculas de adhesion
celular, citoquinas y quimioquinas (Zwaka
y col., 2001). Asimismo, se ha descrito
que la PCR es capaz de incrementar de

manera directa la transcitosis de las LDL
en las células endoteliales mediante la
activacion del inflamasoma NLRP3 (Bian y
col., 2019), participando en la instauracion
de las lesiones ateroscleroticas.

Por otra parte, la PTX3 posee un papel
dual en la aterosclerosis; modulando la
respuesta inflamatoria, mostrando un
complejo y poco conocido mecanismo
de accion (Casula y col., 2017); pues por
un lado promueve una respuesta anti-
inflamatoria en macréfagos in vitro (Shiraki
y col., 2016) y puede interactuar con la
selectina-P atenuando el reclutamiento de
leucocito al sitio de inflamacion (Deban
y col., 2010), lo cual sugiere un papel
protector de la PTX3 en la aterosclerosis.
Por el contrario, también se ha descrito
que la PTX3 induce efectos deletéreos
en la aterosclerosis, ya que promueve
la formacion de placas de ateroma,
amplificando la respuesta inflamatoria
vascular (Shindo y col., 2014), pues la
PTX3 es un activador de los macrofagos
y un determinante de la disfuncion
endotelial; pues la sobreexpresion de
PTX3 reduce la produccion de NO a
través del incremento de la produccion
de metaloproteinasa de matriz tipo 1 y
selectina P (Zhao y col., 2014; Carrizzo y
col., 2015); incrementa la expresion del
factor tisular en células endoteliales y
mononucleares; ademas interfiere con la
estabilidad de la placa mediante su union
con el factor de crecimiento de fibroblastos
2 (Bassi y col., 2009); sugiriendo que la
PTX3 podria promover la progresion de
la lesibn mediante una fuerte respuesta
inmune. Por lo tanto, el aumento en las
concentraciones de PTX3 y PCR observado
en el presente estudio sugiere la existencia
de un estado inflamatorio inducido por la
dieta enriquecida con colesterol, la cual
ocasion0 lesiones ateroscleréticas de
grado intermedio y avanzado.
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Asimismo, nuestros hallazgos muestran
una asociacion positiva entre la PTX3 con
la PCR y el perfil lipidico, tal y como ha
sido reportado en otros estudios (Yang y
col., 2014; Sabry y col., 2018), sugiriendo
que el incremento de la concentracion
de los lipidos séricos podria contribuir a
la instauracion del proceso inflamatorio
sistémico, el cual se ve acompanado del
aumento de la PTX3 y la PCR, favoreciendo
el proceso aterosclerotico. En este
sentido, se ha descrito que estimulos
inflamatorios como las LDL oxidadas y
citoquinas inflamatorias incrementan Ila
expresion y produccion de PTX3 (Klouche
y col., 2004). Por lo tanto, nuestros datos
podrian sugerir que la PTX3 sérica puede
constituir un marcador de riesgo y de
aterosclerosis, pues el aumento de los
lipidos séricos viene acompanado de un
aumento del estado inflamatorio.

El resveratrol es un polifenol al
que se le han atribuido propiedades
cardioprotectoras, gracias a sus efectos
anti-inflamatorios, antioxidantes y
antiproliferativos; activa a la sirtuina
-1, la sintasa de NO endotelial (eNOS),
disminuye la formacion de células
espumosas, la producciéon de moléculas
de adhesion celular, de citoquinas pro-
inflamatorias como el TNF-a (Figueira,
2010; Deng y col.,, 2011), inhibe Ila
migracion y proliferacion de células de
musculo liso vascular, ocasionando una
disminucioén en la inflamacién y activacion
vascular, mejorando la funcion endotelial
(Bonnefont, 2016).

Asimismo, algunos estudios clinicos
han descrito que el resveratrol mejora
el perfil lipidico (Tanko y col., 2016); sin
embargo; en la presente investigacion no
se evidencio dicho efecto, tal y como ha
sido reportado en otros estudios (Matos y
col., 2012; Imamura y col., 2017; Figueira
y Gonzalez, 2018; Gonzalez y col., 2018),

que sugieren que esto pudo ser debido al
corto periodo experimental (Matos y col.,
2012); sin embargo, nuestros datos y la
evidencia sugieren que la ausencia del
efecto hipolipemiante observado en este
modelo experimental pudo ser debido
a la acumulacion de lipidos exdgenos
provenientes de sudieta, yaque los mismos
no pueden incrementar la excrecion de
esteroles (Gonzalez y col., 2008).

A pesar de que la suplementacion del
resveratrol no tuvo efecto sobre los lipidos
séricos, fue capaz de ejercer efectos
anti-inflamatorios y antiaterogénicos,
pues se observd una disminucion en las
concentraciones séricas de PTX3 y PCR en
la duodécima semana de experimentacion
que se acompano con una disminucion en
la formacion de lesiones ateroscleréticas
en los conejos suplementados con este
polifenol a los que se les administro
una dieta enriquecida con colesterol,
demostrando por primera vez el efecto
del resveratrol sobre las concentraciones
séricas de PTX3 en la aterosclerosis in
vivo; tal y como ha sido reportado en
estudios in vitro (Dominguez y col.,
2013) e in vivo en otras patologias
(Erbas y col., 2014). En este sentido,
se ha descrito que la suplementacion
oral de resveratrol a ratas diabéticas
disminuy6 las concentraciones séricas de
PTX3 con respecto a las ratas diabéticas
no suplementadas (Erbas y col., 2014);
asimismo, estudios in vitro, han descrito
que el pretratamiento con resveratrol fue
capaz de disminuir la expresion de PTX3,
citoquinas y quimioquinas inflamatorias
en leucocitos (Dominguez y col., 2013),
lo cual sugiere que la PTX3 es un blanco
farmacologico de este polifenol. De
igual manera es relevante senalar que
el resveratrol fue capaz de disminuir las
concentraciones séricas de la PCR, tal y
como lo hemos encontrado previamente
(Figueira y Gonzalez, 2018), lo cual
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reafirma las propiedades antinflamatorias
de esta fitoalexina.

Por lo tanto, considerando que el
resveratrol fue capaz de disminuir las
concentraciones séricas de la PTX3 y la
PCR, los cuales inducen la expresion y
produccion de factores pro-inflamatorios
como moléculas de adhesion celular,
citoquinas y quimioquinas, se podria inferir
que uno de los efectos antiaterogénicos
del resveratrol se deba a la disminucion
en la secrecion de estas moléculas
in vivo durante la aterosclerosis, lo
cual podria contribuir a disminuir la
inflamacion vascular y la formacion de
ateromas, tal y como se ha reportado
previamente (Matos y col., 2012; Figueira
y Gonzalez, 2018). Por otra parte, la
accion anti-inflamatoria tardia que ejercio
el resveratrol en la presente investigacion
(@ partir de la duodécima semana de
experimentacioén) podria sugerir que a
la dosis administrada y bajo nuestras
condiciones experimentales, dicho efecto
pudo ser ejercido posiblemente a través
de la transcripcion 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 y produccion de
moléculas de adhesion celular y citoquinas
como el TNF-a y la IL-6, in vitro y atenuar la
adhesividad de los monocitos al endotelio
(Ferrero y col., 1998); mucho de estos
efectos anti-inflamatorios son el resultado
de la inhibicién del factor nuclear - «B y
la proteina activadora -1 (Labinskyy y col.,
2006).

En conclusion, de acuerdo a nuestras
condiciones experimentales, se sugiere
que tanto la PTX3 como la PCR séricos
constituyen marcadores tempranos, no
invasivos de inflamaciéon y aterosclerosis,

pues los mismos se elevaron desde la
sexta semana de estudio, reafirmando
su papel en la fisiopatologia de Ia
aterosclerosis. Por otra parte, se encontro
que la suplementacion oral de resveratrol
ejerci6 efectos anti-inflamatorios 'y
anti-aterogénicos, pues disminuyé las
concentraciones séricas de PTX3 y PCR,
la formacion y evolucion de las lesiones
aterosclerdticas; por lo que éste podria ser
considerado como un agente beneficioso
para la prevencion y tratamiento de la
aterosclerosis.
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