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Efecto antiinflamatorio y antioxidante
del resveratrol en la aterosclerosis.
Papel de la molécula de adhesion celular
endotelial plaquetaria 1

Anti-inflamatory and antioxidant effect of resveratrol on
atherosclerosis. Role of platelet endothelial cell adhesion molecule 1

Lericia Fiauera!, JuLio Cesar GoNZALEZ' 2

Resumen

La molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1) es una glicoproteina con diversas funciones en la
biologia vascular que esta involucrada en la fisiopatologia de la aterosclerosis. El resveratrol es un polifenol con propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes. En el presente estudio se evalu6 el efecto del resveratrol sobre los niveles séricos de
PECAM-1 y los productos de peroxidacion lipidica que reaccionan con el acido tiobarbitturico (TBARS) y su evolucién 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 colesterol y sus fracciones, PECAM-1 y TBARS
al inicio, 6ta, y 12ma semana de experimentacion. La mitad de los conejos fueron sacrificados a la 6ta y 12ma semana
y se realizé estudio histolégico de su aorta. Se encontré6 un aumento de los niveles séricos de PECAM-1 y TBARS en los
garupos 2 y 4 desde la 6ta semana de experimentaciéon con respecto a los grupos 1 y 3, respectivamente (p<0,005).
Desde la sexta semana, el resveratrol inhibi6 el aumento de las concentraciones de PECAM-1 inducida por la dieta
enriquecida con colesterol (p<0,005). En la duodécima semana se observd que el resveratrol revirtié el aumento de los
niveles de TBARS inducido por la dieta enriquecida con colesterol (p=0,004). El tratamiento con resveratrol disminuyé la
formacién de ateromas. En conclusion, la PECAM-1 y TBARS son marcadores séricos de aterosclerosis; corroborando el
papel de la inflamacién y estrés oxidativo en la fisiopatologia de esta enfermedad. Asimismo, la suplementacién oral de
resveratrol puede inducir efectos antiaterogénicos dependientes de sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes.
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Abstract

Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 (PECAM-1) is a glycoprotein with vascular functions and are involved in
atherosclerosis. Resveratrol is a polyphenol and has anti-inflammatory and antioxidant actions. We evaluated the effect of
resveratrol on serum concentrations of PECAM-1 and thiobarbituric acid-reactive lipid peroxidation products (TBARS) 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, PECAM-1 and
TBARS 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 PECAM-1 and TBARS levels were significantly higher in Groups 2 and 4
than groups 1 and 3, respectively since on 6th week (p<0.005). Resveratrol treatment reversed the increased levels of PECAM-1
induced by cholesterol diet on 6th week (p<0.005). Resveratrol treatment reversed the increased levels of TBARS induced by
cholesterol diet on 12th week (p=0.004). Supplementation of resveratrol diminished the formation of atherosclerotic lesions.
These results support that serum PECAM-1 and TBARS levels are markers of atherosclerosis. Likewise, oral supplementation
of resveratrol may induce anti-atherosclerotic effects depending on its anti-inflammatory and antioxidants properties.
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EFECTO ANTIINFLAMATORIO Y ANTIOXIDANTE DEL RESVERATROL EN LA ATEROSCLEROSIS

Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad
inmunoinflamatoria cronica y degenerativa
de la pared de las arterias, caracterizada por
el reclutamiento de monocitos, formacion
de células espumosas y lesiones complejas
con proliferacion de células musculares lisas,
nucleo necrético, cristales de colesterol y
calcificacion; donde la inflamacion y el estrés
oxidativo juegan un papel importante (Libby,
2002). La migracion transendotelial de
leucocitos es un evento clave en los procesos
inflamatorios y en la aterosclerosis, el cual
es mediado y controlado por diferentes
moléculas activadoras y vias de senalizacion
(Woodfin y col., 2007). A pesar de que la
aterosclerosis esta asociada a factores de
riesgo clasicos de enfermedad cardiovascular
(ECV), las lesiones ateroscleréticas se
desarrollan de manera preferente en regiones
de flujo perturbado, caracterizados por una
tension de cizallamiento, lo cual promueve
distintos fenotipos pro o antiaterogénicos
(Hastings y col., 2007; Harry y col., 2008; Xia
y col., 2021).

Se ha sugerido que un complejo minimo
necesario para la respuesta al estrés de
cizallamiento de las células endoteliales
requiere de la molécula de adhesion celular
endotelial plaquetaria 1 (PECAM-1, CD31), la
cadherina endotelial vascular (VE-cadherina)
y el receptor 2 del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR?2) (Tzima y col.,
2005); en donde el PECAM-1 detecta la
fuerza ejercida por el flujo sanguineo sobre
las células endoteliales conllevando la
activacion transendotelial del VEGFR2, el cual
desencadena la activacion conformacional de
las integrinas, segquido de la estimulacion del
factor de transcripcion nuclear k-B (NF-KB),
responsable de la expresion de moléculas de
adhesion celular, citoquinas y quimioquinas
pro-inflamatorias (Harry y col., 2008).

La PECAM-1 es una glicoproteina
transmembrana que pertenece a la
superfamilia de inmunoglobulinas (Ig),
que esta presente sobre la superficie de
plaquetas, células endoteliales, monocitos
neutrofilos y linfocitos (Sorianoy col., 2021), la
cual es una molécula de senalizacion, y tiene
ademas diversas funciones en la biologia
vascular; pues participa en la angiogénesis,
funcion plaquetaria, trombosis, es un sensor
mecanico al estrés por cizallamiento, y
participa en la regulacion de la migracion de
leucocitos (Woodfin y col., 2007); de hecho
estudios in vitro e in vivo indican que la
PECAM-1 esta implicada en la migracion
transendotelial de los leucocitos, evento
clave en la aterogénesis (Muller y col., 1993;
Vaporciyan y col., 1993). De igual manera,
juega un relevante papel en la regulacion
de los procesos tromboticos; pues se ha
descrito que el aumento de su expresion y
actividad esta asociada a la inhibicion de la
formacién de trombos (Jonesy col., 2009);
de hecho, se ha reportado que ratones
deficientes en esta proteina exhiben un
fenotipo protrombdtico (Falatiy col., 2006).
Por otra parte, la PECAM-1 regula la actividad
de las plaquetas (Marcinczyk y col., 2021),
pues se ha encontrado que las interacciones
plaquetas - células endoteliales contribuyen
en la aterogénesis; ya que las plaquetas
adheridas potencialmente aceleran la
aterosclerosis mediante el reclutamiento
de leucocitos, los cuales sirven como una
fuente de citoquinas proinflamatorias y
activacion del inflamasoma, suprimiendo
la resolucion de la inflamacién (Barrett y
col., 2019; Rolfes y col., 2020; Brown y
col., 2021).

Durante las tltimas décadas diversos
estudios han examinado el papel del estrés
oxidativo sobre la aterogénesis (Kattoor y
col., 2017; Forman y col., 2021). En este
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sentido, ha sido ampliamente demostrado
que la funcion endotelial se encuentra
alterada desde los estadios mas tempranos
de la aterosclerosis; de hecho, se cree que la
produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) induce la disfuncién endotelial, paso
inicial de la aterogénesis, puesto que el
estrés oxidativo conlleva la oxidacion de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
la inactivacion del 6xido nitrico (NO), la
expresion de genes inflamatorios redox
sensibles, como la molécula de adhesion
celular vascular -1 (VCAM-1), proteina
quimiotactica de monocitos -1 (MCP-1),
entre otros. Todos estos cambios inducen
la alteracion en la estructura y funcion de
las células endoteliales y contribuyen a la
iniciacion de la aterosclerosis (Kondo y
col., 2009, Vogiatzi y col., 2009; Kattoor
y col., 2017; Alonso-Pineiro y col., 2021).
Sin embargo, estudios epidemioldgicos
y experimentales han sugerido que la
ingesta de antioxidantes esta asociada
con un reducido riesgo de ECV (Figueira
y col., 2018, 2019, 2020; Forman y col.,
2021;Jiménezy col., 2021), lo cual sugiere
la importancia del estrés oxidativo en la
fisiopatologia de esta enfermedad.

Elresveratrol (3°,5,4 - trihidroxiestilbeno)
es un polifenol estilbeno presente en
muchas plantas, frutas y vegetales como
las uvas, bayas, ciruelas y nueces, el
cual ha llamado la atencién por sus
efectos antioxidantes, antiangiogénicos,
inmunomoduladores, antimicrobianos,
antidiabéticos, anticancerigenos y en la
prevencion de las ECV (Figueira, 2010;
Zhang y col., 2021). Diferentes evidencias
indican que el resveratrol podria ser
beneficioso para prevenir el inicio y
progresion de la aterosclerosis (Zghonda
y col., 2011), pues inhibe la oxidacion de
las LDL, suprime la agregacion plaquetaria,

inhibe la proliferaciéon de células de
musculo liso vascular, disminuye el dano
de las células endoteliales, atenua el
engrosamiento de la intima media y reduce
el tamano de las lesiones ateroscleroticas,
modula la produccion de NO, inhibe
la produccién de MCP-1 y controla los
niveles de colesterol plasmaticos, factores
importantes en la aterogénesis (Labinskyy
y col., 2006, Wu y col., 2011; Banez y
col., 2020; Meza- Torres y col., 2020).
El resveratrol ademas puede conferir
vasculoproteccion mediante la regulacion
de la expresion de genes pro-inflamatorios y
pro-aterogénicos en las células endoteliales
(Labinskyy y col., 2006), pues puede afectar
la via del NF-KB, regulando la respuesta
inmune; ademas, regula la diferenciacion,
crecimiento y proliferacion celular mediante
la inhibicion de la via PI3K/Akt (Zhang y col.,
2021). A pesar de la evidencia descrita, se
desconoce los efectos del resveratrol sobre
los niveles séricos de PECAM-1 en modelo
de aterosclerosis in vivo, y la relacion del
PECAM-1 con el estrés oxidativo; 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 del PECAM-1 y los productos de
peroxidacion lipidica que reaccionan con el
acido tiobarbiturico (TBARS) 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 machos de
la raza Nueva Zelanda de 12 semanas
de edad con un peso entre 1.200 a
1.300 gramos, provenientes del Bioterio
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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 10 conejos
cada uno, organizados de la siguiente
manera: Grupo 1 (Control): Los cuales fueron
alimentados diariamente con conejarina
comercial (Protinal, Venezuela). Grupo 2
(Colesterol): Alimentados diariamente con
conejarina comercial suplementada con
0,5% p/p de colesterol. Grupo 3 (Control-
resveratrol): Alimentados diariamente con
conejarina comercial y suplementados
con resveratrol (2mg/Kg de peso corporal,
via oral). Grupo 4 (Colesterol-resveratrol):
Alimentados diariamente con conejarina
comercial suplementada con 0,5% p/p de
colesterol y resveratrol (2mg/Kg de peso
corporal, via oral).

La dosis de resveratrol se seleccion6 con
base en estudios in vivo en conegjos (Matosy
col., 2012; Gonzalez y col., 2018; Figueiray
Gonzalez, 2018; 2019; 2020; Jiménez y col.,
2021), en los 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).

Todos los conejos consumieron agua
a libre demanda. El periodo experimental
tuvo una duraciéon de doce semanas. Los
conejos fueron pesados antes, durante
y después de la experimentacién. Los
experimentos fueron aprobados por el
comité de Bioética, y siguieron las buenas
practicas para el manejo de animales de
laboratorio del National Institute of Health
(NIH Publications No. 8023,1978).

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 antibi6tico y
anticoccidial. Proteina cruda 12%, grasa
cruda 1%, fibra cruda 20%, extracto libre
de nitrogeno 42%.

Dieta hipercolesterolémica: La
administracion de colesterol mediante el
enriquecimiento de una dieta estandar se
realiz6é de acuerdo con el método descrito
en los modelos animales de aterosclerosis
inducida por la dieta (Rasmusen y col.,
2007); la cual se preparé disolviendo el
colesterol en etil-éter y etanol absoluto, y
cubriendo con esta mezcla los granos de
la conejarina en una relacién 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 punciéon
intracardiaca a todos los conejos previo
ayuno de 14 horas en las semanas O, 6ta y
12ma, utilizando tubos sin anticoagulante.
Posteriormente, las muestras previamente
mantenidas en frio se centrifugaron a
3.000 rpm 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) por método enzimaticos
(Wiener Lab, Argentina). La determinacion
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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
determinacién enzimatica (Wiener Lab,
Argentina). Las concentraciones séricas
de PECAM-1 fueron determinadas por
ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich
competitivo (NeoBiolab, Cambridge,
Massachusetts, USA). Los TBARS fueron
evaluadas por un método colorimétrico,
el cual consistiéo en evaluar el efecto de
las EROs sobre los lipidos, que resulta en
la produccion de varias sustancias que
reaccionan con el acido tiobarbittrico y que
pueden ser medidas por espectrofotometria
(Ohkawa y col., 1979).

Sacrificio de los animales. Preparacion
de tejidos y tipificacion histolégica de las
lesiones ateroscleroéticas: A la 6ta semana y
al final del estudio la mitad de los animales
de cada grupo fueron sacrificados por
dislocacién cervical; 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, para
luego ser observados por microscopia
de luz. Las lesiones fueron tipificadas de
acuerdo con la clasificacion de la American
Heart Association, la cual considera como
lesiones tipo I, aquellas iniciales constituidas
por células espumosas sub-endoteliales
aisladas; las lesiones tipo II constituidas
principalmente por un cimulo de lipidos
intracelulares; las lesiones tipo IlIl son
intermedias o pre-ateromas, caracterizadas
por cumulos de lipidos intracelulares y
dispersos lipidos extracelulares; las lesiones
tipo IV son los ateromas, representan

lesiones avanzadas, y estan 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 y las lesiones tipo VI son
las placas complicadas (fisura, trombos,
hematomas) (Stary y col., 1995).

Analisis de los datos

Se calculé promedio y desviacion
estandar para las variables estudiadas.
Se realiz6 las pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov, 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 PECAM-1
con las variables del estudio. Se considero
significativo p<0,05. Se utiliz6 el programa
GraphPad Prism version 5.

Resultados
LiPIDOS SERICOS DE LOS CONEJOS

La Tabla I resume las concentraciones
de los lipidos séricos de los conegjos. No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas en las concentraciones
basales de CT y sus fracciones entre los
grupos de congjos en estudio. El CT, c-HDL,
c-LDL en los grupos 1 y 3 permanecieron
sin cambios significativos a lo largo del
estudio. Se apreci6 un aumento significativo
en la concentracion de CT y sus fracciones
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).
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Tabla I. Lipidos séricos de los conejos sujetos a estudio

CT c-LDL c-HDL
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Basal
Grupo 1 71 £ 12 39+9 36 + 10
Grupo 2 72 + 11 40+ 7 38 + 11
Grupo 3 68 + 15 45+ 6 32+7
Grupo 4 68 + 15 36 + 10 40+9
6ta semana
Grupo 1 78 + 16 42 + 11 34 +8
Grupo 2 | 607 + 147" | 542+ 72" | 71 + 19
Grupo 3 87+ 19 41 +9 38 + 12
Grupo 4 | 597 + 129* | 519 + 83* | 68 + 25*
12ma semana
Grupo 1 82 + 15 48 +7 35+9
Grupo 2 | 981 + 251" | 804 +91° | 89 + 40°
Grupo 3 84 +17 48 + 10 40+ 11
Grupo 4 [ 1017 + 239% | 835 + 1017 | 94 + 54*
Valores p

Grupo 1 0,9672 0,9925 0,9812
Grupo 2 0,0001 0,0001 0,0001
Grupo 3 0,2917 0,7514 0,6857
Grupo 4 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.

CONCENTRACIONES SERICAS DE PECAM-1
Y TBARS

Como se puede apreciar en las Figuras
1y 2, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las
concentraciones séricas basales de
PECAM-1 y TBARS entre los grupos de
conejos sujetos a estudio. La PECAM-1 y
TBARS en los grupos 1y 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 PECAM-1 y TBARS aumentaron

en los grupos 2 y 4 con respecto a los
grupos 1y 3, respectivamente (p<0,005).
Sin embargo, en la 6% y 12™ semana se
evidencié una disminucion significativa de
la concentracion de PECAM-1 en el grupo 4
con respecto al grupo 2 (p<0,0050) (Figura
1). Por otra parte, en la 12™ semana se
observo una disminucion significativa de
los niveles de TBARS en el grupo 4 con
respecto al grupo 2 (p=0,0040) (Figura 2).
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Figura 1. Efecto del resveratrol sobre las concentraciones
sérica de PECAM-1 en los conejos sujetos a experimentacién
en la semana 0, 62y 12™, Los resultados fueron expresados
como la media + desviacién estandar de la media (n=10 basal
y 6ta semana; n=5 en la 12™ semana). *p<0,005 vs. grupo
control (Grupo 1). #p<0,005 vs. control resveratrol (Grupo 3).
®p<0,005 vs. Grupo 2. §p<0,0001 vs. su respectivo valor basal.

En la Tabla Il se muestra el analisis de
Spearman de las correlaciones entre la
concentracion de PECAM-1 con el perfil
lipidico y TBARS, evidenciando correlacion
positiva significativa entre las variables
(p<0,0001).
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3 Grupo 1
&8 Grupo 2

Bl Grupo 3
B2 Grupo 4

Concentracion sérica de TBARS
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]
12ma semana
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Figura 2. Efecto del resveratrol sobre las concentraciones
sérica de TBARS en los conejos sujetos a experimentacion en la
semana 0, 6“ y 12™, Los resultados fueron expresados como
la media + desviacién estandar de la media (n=10 basal y 62
semana; n=5 en la 12™ semana). *p<0,005 vs. grupo control
(Grupo 1). #p<0,005 vs. control resveratrol (Grupo 3). 5p<0,004
vs. Grupo 2. £p<0,0001 vs. su respectivo valor basal.

Tabla II. Andlisis de la correlacién de Spearman entre las
concentraciones de PECAM-1, TBARS y el perfil lipidico

r p
PECAM-1 & CT 0,5249 0,0001
PECAM-1 & c-LDL | 0,4579 0,0001
PECAM-1 & c-HDL | 0,3288 0,0001
PECAM-1 & TBARS | 0,4686 0,0001

¢-HDL: Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, c-LDL:
Colesterol asociado a lipoproteinas de baja densidad, CT: Colesterol
total, PECAM-1: Molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria
1, TBARS: Productos de peroxidacion lipidica que reaccionan con el
4cido tiobarbittrico.

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA AORTA

En la Tabla IlI se presenta la distribucion
de los conejos segun el maximo grado

de ateroma encontrado en los cortes de
aorta. Ningan conejo de los grupos 1y 3
presentaron lesiones ateroscleroéticas a lo
largo del estudio. Por su parte, todos los
conejos del grupo 2 presentaron lesiones
de grado variable a lo largo del estudio. En
el grupo 4, algunos conejos no presentaron
lesiones y otros evidenciaron lesiones de
grado variable (Figura 3).

Discusion

Las ECV constituyen actualmente uno
de los principales desafios sanitarios; pues
de acuerdo con la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS), 17,9 millones de
personas a nivel mundial estan afectadas
cada ano; y se estima que esta tasa crezca
debido al aumento en la incidencia de
obesidad y sindrome metabdlico, ademas
del incremento en la tasa de complicaciones
cardiacas relacionadas con la enfermedad
del Coronavirus-19 (COVID-19) (Madjid y
col., 2020; Raj y col., 2021).

Ha sido ampliamente descrito que la
extravasacion de los leucocitos es esencial
para la defensa contra infecciones, y es un
sello distintivo de la inflamacion y de la
aterosclerosis; la cual es controlada por una
interaccion entre receptores de adhesion
celular y senales quimiotacticas que
regulan el rodamiento, fijacion, adhesiony
migracion transendotelial de los leucocitos;
donde la PECAM-1 esta implicada en este
proceso (Vestweber, 2015; Arify col., 2021).

La PECAM-1 es una glicoproteina
transmembrana tipo 1 de 130 KDa, con 6
dominios extracelulares similares a las Ig,
que facilita uniones homofilicas y heterofilas;
ademas es una eficiente molécula de
senalizacion celular (Woodfin y col., 2007;
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Tabla III. Distribucién de los conejos segtin el maximo grado de ateroma encontrado en los cortes de aorta.

Datos presentados como n (%)

Grupo | Sinateroma | Tipol |  Tipoll | Tipolll | TipoIv | TipoV
Sexta semana

1 5 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

2 0 1 4 0 0 0
(0%) (20%) (80%) (0%) (0%) (0%)

3 5 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

4 3 2 0 0 0 0
(60%) (40%) (0%) (0%) (0%) (0%)

Duodécima semana

1 5 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

2 0 0 0 1 4 0
(0%) (0%) (0%) (20%) (80%) (0%)

3 5 0 0 0 0 0
(100%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)

4 2 1 1 1 0 0
(40%) (20%) (20%) (20%) (0%) (0%)

Wimmer y col., 2019). Esta expresada en
plaquetas, células endoteliales, neutrofilos,
monocitos, linfocitos. Se ha descrito
que las uniones inter-endoteliales son
especialmente ricas en esta molécula de
adhesion celular, pues media la diapédesis
de neutrofilos a través de la pared vascular
(Schenkel y col., 2004), asi como la
integridad vascular (Biswasy col., 2006); de
hecho, Arif y col., en el 2021 encontraron
que la PECAM-1 media la diapédesis de los
leucocitos in vivo e in vitro al desestabilizar
las uniones endoteliales, mediante la
desfosforilacion e internalizacion de las VE-
cadherinas. Ademas, la PECAM-1 participa
en la angiogénesis y remodelado vascular
(Collins y col., 2012; Wimmer y col., 2019).

La PECAM-1 también ha sido asociada
con la regulaciéon en la produccion de NO
inducido por cizallamiento (Fleming y col.,
2005); de hecho, se ha postulado que esta
molécula es un mecanosensor vascular que
responde a las fuerzas de cizallamiento,

activando vias de senalizacion celular que
conducen a la liberacién de vasodilatadores
como el NO (Chrétien y col., 2010); pues el
bloqueo de la fosforilacion de la PECAM-1
con PP1, un inhibidor de la quinasa Src,
bloquea la forsforilacién de la sintasa de
6xido nitrico endotelial (eNOS) en respuesta
al estrés por cizallamiento (Fleming y col.,
2005), lo cual demuestra que la fosforilacion
de PECAM-1 es esencial para la produccion
de NO a través de la fosforilacion de eNOS;
donde interviene ademas el proteoglicano
heparan sulfato, glipicano-1 (Bartosch y
col., 2021).

En el presente estudio se encontré que
la administracion de una dieta enriquecida
con colesterol ocasioné un aumento en
las concentraciones del PECAM-1 desde la
6ta semana de experimentacion, lo cual
estuvo acompanado por incremento en
los lipidos séricos y con la presencia de
lesiones aterosclerdticas, lo cual apoya la
existencia de un estado inflamatorio en la
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un conejo perteneciente al grupo 2. Se observa en la intima arterial lipidos intracelulares y extracelulares
en mayor extension. Lesion tipo Il (Panel B) de un conejo perteneciente al grupo 4. Se observa un cimulo
de lipidos intracelulares y dispersos lipidos extracelulares. Tincién hematoxilina — eosina. 50X.

aterosclerosis, sugiriendo la importancia de
la inflamacion en la aterogénesis, tal y como
se ha reportado previamente (Gonzalez y
col., 2007; Figueira y col., 2008; Gonzalez
y col., 2018; Figueira y col., 2018, 2019,
Marchio y col., 2019; Wolf y col., 2019;
Figueiray col., 2020; Jiménezy col., 2021);
asimismo, los resultados de la presente
investigacion destacan la utilidad de esta
molécula como un posible marcador sérico,
temprano y no invasivo de aterosclerosis.
En este sentido, diversos estudios han
demostrado el papel de esta proteina en
la aterosclerosis, pues Harry y col. (2008),
demostraron un efecto ateroprotector en
las regiones de aorta expuestas a flujo
sanguineo perturbado inducido por estrés
de cizallamiento en ratones deficientes
para PECAM-1; pues se ha descrito que
el estrés de cizallamiento genera tension
entre las células endoteliales adyacentes
y activa el PECAM-1, lo cual conlleva la
translocacion nuclear del NF-KB con la
consecuente expresion de mediadores
inflamatorios tales como VCAM-1, que
promueven la aterosclerosis. En efecto,
ratones deficientes en Apolipoproteina
E (Apo E) y PECAM-1, muestran una
reduccion en el tamano de las lesiones

ateroscleréticas, de la expresion de VCAM-1,
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-
1), selectina P, de la activacion del NF-KB y
reducida infiltracion de macroéfagos en las
lesiones ateroscleréticas, en comparacion
con los ratones deficientes en Apo E (Tzima
y col., 2005).

Adicionalmente, la PECAM-1 contribuye
en la aterogénesis a través de su capacidad
de mediar la infiltracion de leucocitos;
pues estudios in vitro han demostrado
que las LDL oxidadas (LDLox) promueven
la migracion de monocitos a través de
las células endoteliales estimuladas por
citoquinas a través de un mecanismo que
involucra la regulacion hacia arriba de la
PECAM-1 y hacia la baja de VE-cadherinas
en las células endoteliales (Hashimoto y
col., 2007); por otro lado, se ha descrito
en pacientes diabéticos, los cuales tienen
una mayor incidencia de aterosclerosis,
que la insulina y los niveles elevados de
glucosa pueden promover un incremento
en la migracion de leucocitos a través
de las células endoteliales mediante un
mecanismo dependiente de la fosforilacion
de la PECAM-1 (OKkouchi y col., 2002).
Por otra parte, se ha puntualizado que

Revista de la Facultad de Farmacia - Vol. 85 -1 y 2 - 2022

59



EFECTO ANTIINFLAMATORIO Y ANTIOXIDANTE DEL RESVERATROL EN LA ATEROSCLEROSIS

los polimorfismos del gen PECAM-1
humano se correlacionan con la incidencia
de aterosclerosis coronaria (Elrayess y
col., 2003), enfermedad de las arterias
coronarias (Fang y col., 2005) e infarto al
miocardio (Sasaoka y col., 2001), lo cual
ratifica la importancia de esta molécula en
la patogénesis de la aterosclerosis y ECV.

Asimismo, nuestros hallazgos
demuestran un aumento en la produccion
de los TBARS séricos en los grupos a los
que se les administré una dieta enriquecida
con colesterol desde la 6ta semana de
experimentacion, lo cual sugiere que la
administracion de una dieta enriquecida con
lipidos induce un aumento en la produccion
de EROs, tal y como se ha encontrado
en otros estudios (Gonzalez y col., 2007;
Figueira y col., 2008, 2010), sugiriendo
la importancia del estrés oxidativo en la
aterosclerosis (Marchio y col., 2019; Yuan y
col., 2019). De hecho Figueiray col., (2010),
demostraron que la administracion de una
dieta hiperlipidémica durante 12 semanas
en conejos macho Nueva Zelanda ocasiono
un aumento en la actividad de la glutation
peroxidasa (GPx) plasmatica con respecto
al grupo control desde la 6ta semana de
experimentacion, lo cual se acompanoé de
lesiones ateroscleréticas en la aorta de los
conejos; asimismo, evidenciaron que la
administracion de una dieta hiperlipidémica
suplementada con antioxidantes inhibi6
la formacion de las lesiones; sugiriendo
que en condiciones de hiperlipidemia con
o sin suplementacién de antioxidantes
existe un incremento en la actividad
de GPx debido a un estado de estrés
oxidativo; en este sentido, los investigadores
sugieren que la elevacion en la actividad
de la enzima antioxidante representa un
mecanismo compensatorio al incremento
del estrés oxidativo inducido por la dieta
hiperlipidémica; sugiriendo la importancia

del estrés oxidativo en la fisiopatologia de la
aterosclerosis; tal y como se evidencio en la
presente investigacion, donde se observo un
incremento en la peroxidacion lipidica tras
la administracion de una dieta enriquecida
con colesterol. De hecho, estudios clinicos
han demostrado un incremento en las
concentraciones séricas de hidroperoxidos
lipidicos en pacientes con ECV; pues Yilmax
y col. (2020) demostraron disminucion de
los niveles de malonildialhedido (MDA),
dimetilarginina asimétrica (ADMA) y
aumento en la actividad de las enzimas
antioxidantes GPx y superéxido dismutasa
(SOD) en pacientes con ECV después de
12 semanas con terapia antioxidante oral,
lo cual sugiere la participacion del estrés
oxidativo en la patogénesis de las ECV, y
el beneficio de la terapia antioxidante en
la misma.

Igualmente, encontramos una asociacion
positiva entre la PECAM-1 con los lipidos
séricos y los TBARS, lo cual sugiere la
relacion que tiene tanto la inflamacion
como el estrés oxidativo durante la
aterosclerosis; en este sentido Brown y
col. (2021) encontraron que el grado de
adhesion plaquetaria se correlacionaba con
el grado de expresion de VCAM-1, siendo
inhibida por la apocinina, un inhibidor de la
NAD(P)H oxidasa, sugiriendo que la adhesion
plaquetaria y el estrés oxidativo contribuye a
la activacion inflamatoria del endotelio.

Es conocido que la migracion de
leucocitos al interior de la pared del vaso
sanguineo es un evento temprano en la
aterogénesis y es controlado mediante la
expresion de moléculas de adhesion celular;
en este sentido, el abordaje farmacologico
con moléculas con acciones antioxidantes
y antiinflamatorias como el resveratrol,
ha demostrado disminuir la expresion de
moléculas de adhesion celular in vitro
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como la VCAM-1 e ICAM-1 y atenuar la
adhesividad de los monocitos al endotelio
(Carluccio y col., 2003).

El resveratrol es un polifenol que gjerce
efectos beneficiosos in vitro al modular
evento relacionados con la aterosclerosis,
pues inhibe la oxidacién de las LDL,
suprime la agregacion plaquetaria, inhibe
la proliferacién de células de musculo liso
vascular, disminuye el dano de las células
endoteliales, modula la produccién de NO,
inhibe la produccién de quimioquinas y la
producciéon de EROs, factores importantes
en la aterogénesis (Zghonda y col., 2011).
Asimismo, estudios in vivo demuestran
que el resveratrol podria ser un agente
que previene el desarrollo y progresion
de la aterosclerosis, pues atenua el
engrosamiento de la intima media y reduce
el tamano de las lesiones ateroscleroticas,
mejora la funcién endotelial (Rush y
col., 2007, Silan, 2008), pues produce
vasodilatacion tanto dependiente como
independiente del endotelio (Nagaoka y
col., 2007), pues algunos estudios han
indicado que el resveratrol inhibe la
respuesta contractil a la noradrenalina
y causa relajacion en aorta de rata pre-
contraida con fenilefrina (Chen y col.,
1996), y reduce el tono vascular en anillos
de aorta y en arteria coronaria; siendo este
efecto dependiente de un incremento en la
expresion de eNOS, de la liberacién de NO
(Takahashi y col., 2009) y a la disminucion
de su inactivacion (Li y col., 2009).

En el presente estudio, y bajo nuestras
condiciones experimentales, se demostro
que la suplementaciéon oral de resveratrol
(2mg/Kg de peso corporal) durante 12
semanas, fue capaz de disminuir las
concentraciones séricas de PECAM-1 y
de TBARS en los conejos alimentados
con una dieta enriquecida con colesterol,

desde la sexta y duodécima semana
de experimentacion, respectivamente,
lo cual estuvo acompanado con una
reduccion en el tamano y del grado de las
lesiones ateroscleréticas (lesiones leves
o inclusive su ausencia), lo cual sugiere
que el resveratrol tendria efectos anti-
aterogénicos debido a sus propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes. En este
sentido algunos trabajos han evaluado el
efecto del resveratrol sobre la aterosclerosis
in vivo (Matos y col., 2012; Figueira y col.,
2018; Figueira y col., 2019; Seo y col.,
2019; Figueira y col., 2020, Jiménez y
col., 2021). En este sentido, Seo y col.
(2019), encontraron que la suplementacion
de resveratrol fue capaz de disminuir la
severidad de las lesiones ateroscleréticas
y la expresion de moléculas de adhesion
celular como la ICAM-1 en un modelo
murino de aterosclerosis, siendo este efecto
dependiente de la via FERM —quinasa y Nrf2.
Por su parte, Matos y col. (2012) encontraron
que la administracion de resveratrol 2mg/
Kg/dia durante 4 semanas y 1% colesterol
en la dieta, inhibié la progresion de las
lesiones ateroscleroticas y redujo la relacion
intima/media en comparacion al grupo no
suplementado con resveratrol. Asimismo,
la dieta hipercolesterolémica causé el
desarrollo de lesiones ateroscleroéticas
avanzadas (lesiones tipo I, IV y V) asociadas
con un proceso inflamatorio; por su
parte, el resveratrol redujo la expresion
de MCP-1, VCAM-1, e interleucina-6 (IL-
6) en la intima arterial de los conejos
hipercolesterolémicos. Por otra parte,
estudios in vitro han encontrado que el
resveratrol inhibe la produccion del factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-6
inducida por lipopolisacarido (LPS) en
macrofagos e inhibe la activacion de dos
moléculas de inflamacién importantes
en las vias de senalizacion, las quinasas
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reguladas por senales extracelulares (ERK)
y el NF-kxB en cultivo de adipocitos (Kang y
col., 2010).

Asimismo, algunos investigadores han
indicado que el efecto cardioprotector
del resveratrol es debido a su capacidad
antioxidante (Muller y col., 2009); ya que
es capaz de inhibir el dano oxidativo,
actuando sobre radical aniéon superéxido
e hidroxilo (Rahman, 2008), inhibiendo
la produccién de EROs y la peroxidacion
lipidica (Labinskyy y col., 2006); siendo
dichos efectos mediados por un incremento
en la actividad de las enzimas antioxidantes,
SOD, GPx y catalasa (Li y col., 2009), y
disminucion de la expresion y actividad de
la NAD(P)H oxidasa (Chow y col., 2007).
De hecho, se ha encontrado que el pre-
tratamiento in vitro con resveratrol en
linea celular de macroéfagos fue capaz de
inhibir la formacién de células espumosas
y la producciéon de EROs inducida por LPS,
mediante la inhibicion de la expresion de la
NAD(P)H oxidasa, a través de la inhibicion
de la activacion de la via PI3K/Akt (Park y
col., 2009). Estos efectos antioxidantes han
estado relacionados con una mejoria en la
funcion vascular, pues la disminucién de
los niveles de ani6n superéxido asociados
con el resveratrol se ven acompanados
de un consecuente incremento en la
biodisponibilidad del NO, mejorando la
funcion vascular (Li y col., 2009).

Hasta los momentos existe poca
evidencia del efecto del resveratrol sobre
la PECAM-1. En este sentido, la evidencia
ha demostrado que el resveratrol es capaz
de inhibir la expresion del PECAM-1 y del
factor de crecimiento transformante beta 1
(TGF-beta 1), y reducir la adhesion entre las
células inflamatorias y las endoteliales en
un modelo murino de pancreatitis aguda,
por lo que dicho efecto podria reducir la

severidad del dano pulmonar complicado
con pancreatitis aguda (Wangy col., 20006).
Asimismo, un estudio in vitro encontro
que el resveratrol fue capaz de inhibir
la agregacion plaquetaria inducida por
LDLox, la formacion de EROs, y suprimio
completamente la expresion de PECAM-1
en plaquetas tratadas con LDLox (Jie y col.,
2015), destacando los efectos antioxidantes,
antiagregantes y antinflamatorios que
tiene este polifenol. Por otra parte, Robich
y col., en el 2010, demostraron que la
suplementacion de resveratrol en un modelo
de sindrome metabdlico en cerdos, mejoro
los factores de riesgo cardiovascular (indice
de masa corporal, tolerancia glucosada,
colesterol sérico, presion sistolica) y
disminuy6 la expresion de PECAM-1 y
aumento la expresion de trombospondina-1
en el endotelio, pudiendo modular la
angiogénesis; ya que la trombospondina
-1 tiene propiedades antiangiogénicas,
mediante la disminucién de la expresion
de la PECAM-1, de la proliferacion y
migracion de células endoteliales. Por lo
tanto, la disminucién del PECAM-1y TBARS
inducida por el resveratrol en conejos
alimentados con una dieta enriquecida con
colesterol, podria contribuir en el efecto
antiaterogénico de esta fitoalexina gracias
a sus propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes.

En conclusién, bajo nuestras condiciones
de estudio se pudo apreciar que la PECAM-1
es un marcador sérico y temprano de
aterosclerosis; lo cual refuerza y corrobora
el papel de la inflamacion en la fisiopatologia
de esta enfermedad. Asimismo, los
resultados del presente estudio soportan
la nocion que el resveratrol puede inducir
efectos antiaterogénicos dependientes
de sus propiedades antiinflamatorias
y antioxidantes al disminuir las
concentraciones séricas de PECAM-1 y de
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los TBARS; sugiriendo el potencial valor
terapéutico que tiene el resveratrol en las
ECV.
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