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I RESUMEN

Antecedentes: El sindrome metabdlico (SMet) es un conjunto de alteraciones
bioquimicas, clinicas y antropométricas, constituye un factor de riesgo para
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad de Alzheimer.
La prevalencia es significativamente mayor en adultos mayores (AM) superando el
50% en poblacién mexicana. También se ha relacionado con el estrés oxidativo (EOXx)
y la inflamacién cronica (IC) y sus consecuentes alteraciones. Por ello, es importante
proponer alternativas terapéuticas como el consumo de Sechium edule (chayote),
fruto al que se atribuyen propiedades hipoglucemiantes, hipotensoras e inhibidoras
de la lipogénesis.

Objetivo: Determinar el efecto del consumo de frutos de Sechium edule sobre
marcadores de estrés oxidativo, inflamacién crénica y dafio oxidativo al ADN en
adultos mayores con sindrome metabdlico.

Método: Se llevdo a cabo un estudio cuasi-experimental en una muestra a
conveniencia de 81 AM con SMet, diagnosticado acorde con los criterios del
NCEP/ATP lll. Se conformaron dos grupos: (i) experimental (GE) (n = 41), a quienes
se les administr6 1,500 mg de concentrado de polvo de chayote (1 capsula de 500
mg, tres veces al dia) durante seis meses; (i) placebo (GP) (n= 40), recibié capsulas
con la misma dosis y presentacion con lactosa monohidratada y talco de grado
farmacéutico. A todos los participantes se les realizaron mediciones antropomeétricas
y clinicas, determinaciones de marcadores bioquimicos, [biometria hematica,
glucosa, perfiles lipidico, renal y hepatico, hemoglobina glucosilada (HbA1c) y
albuminuria] asi como de marcadores de EOX, [lipoperoxidos por sustancias reactivas
al acido tiobarbiturico (TBARS), 8 isoprostanos (8-iso), enzimas antioxidantes vy
antioxidantes totales (AT), dafio al ADN por 8-hidroxiguanosina (8-OHdG)] y
marcadores de inflamacion como las interleucinas (IL) 1, IL-6, IL-8, IL-10 y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) Los datos fueron analizados a través de medidas
descriptivas y ANOVA de medidas repetidas. También se aplicd la prueba de chi-
cuadrada para comparar proporciones, considerando significancia estadistica cuando
p<0.05, para tal efecto se utilizé el paquete estadistico IBM SPSS V 21.

Resultados: Se observdé una disminucidon estadisticamente significativa en el GE
después de seis meses de tratamiento en la concentracion de lipoperéxidos (basal,
0.30+£0.09 vs. post 0.20£0.03, p<0.05), 8-Iso (basal, 347.7+20.0 vs. post 239.3+15.3,
p=0.05), indice de estrés oxidativo (IEOx) (basal, 1.76 + 0.9 vs. post 1.45 + 1.1,
p<0.05), 8-OHAG (basal, 30£2.1 vs. post 20.5+1.5, p<0.01), aunado a un incremento
significativos en AT (basal, 1.1+£0.17 vs. post 1.3+£0.15, p<0.05), superéxido dismutasa
(SOD) (basal, 181+5.4 vs. post 183+ 8.8, p<0.05), IL10 (basal, 2.2+0.5 vs. post 4.1
+ 0.4, p<0.05).

Conclusién: Nuestros hallazgos demuestran que el consumo de 1,500 mg/dia de
concentrado en polvo de fruto seco de Sechium edule tiene un efecto antioxidante y
antiinflamatorio significativo en adultos mayores con sindrome metabdlico, por lo que
podria ser una opcién terapéutica complementaria, para dicha alteracion.

Palabras clave: Sechium edule, sindrome metabdlico, adultos mayores, estrés
oxidativo, inflamacién cronica, dafio al ADN.
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. ABSTRACT

Background: Metabolic syndrome (MetS) is a set of biochemical, clinical and
anthropometric alterations, it constitutes a risk a risk factor for cardiovascular
diseases, type 2 diabetes mellitus and Alzheimer's diseases. The prevalence is
significantly higher in elderly people, exceeding 50% in the Mexican population. It has
also been related to oxidative stress (OxS) and chronic inflammation (Cl) and its
consequent alterations. For this reason, it is important to propose therapeutic
alternatives such as the consumption of Sechium edule (chayote), a fruit to which
hypoglycemic, hypotensive, and lipogenesis-inhibiting properties are attributed.

Objective: To determine the effect of consumption of Sechium edule fruits on markers
of OxS, Cl, and oxidative damage to DNA in older adults with MetS.

Method: We carried out a quasi-experimental study in a convenience sample of 81
older adults with MetS, diagnosed according to the NCEP/ATPIIl criteria. Two groups
were formed: (i) experimental (EG) (n=41), who were administered 1,500 mg of
chayote powder concentrate (a capsule of 500mg three times a day) for six months;
ii) placebo (PG) (n=40), received capsules with the same dose and presentation with
lactose monohydrate and pharmaceutical grade talc. All participants underwent
anthropometric and clinical measurements, determinations of biochemical markers
[blood count, glucose, lipid, renal, and hepatic profiles, glycated hemoglobin (HbA1c)
and albuminuria] as well as EOx markers (lipoperoxides by substances reactive to
thiobarbituric acid [TBARS], 8 isoprostanes [8-is0], antioxidant enzymes and total
antioxidants [AT], DNA damage by 8- hydroxyguanosine [8-OHdG]) and inflammatory
markers such as interleukin (IL)1, IL6, IL-8, IL-10, and tumor necrosis factor a (TNF-
a). The data were analyzed through descriptive measures and ANOVA of repeated
measures. The chi-square test was also applied to compare proportions, considering

statical significance when p<0.05, for this purpose the IBM SPSS V21 statical package
was used.

Results: A statically significant decrease in the EG was observed at 6 months after
treatment in the concentration of lipoperoxides (baseline, 0.30+0.09 vs. post.
0.20+0.03, p<0.05), 8-iso (baseline, 347.7+20.0 vs. post. 239.3£15.3, p=0.05),
oxidative stress index (baseline, 1.76+0.90 vs. post. 1.45+1.1, p<0.05), 8-OHdG
(baseline, 30+2.1 vs. post 20.5+1.5, p<0.01), coupled with a significant increase in AT
(1.1£0.17 vs. post. 1.31£0.15, p<0.05), superoxide dismutase activity (SOD) (baseline,
181+ 5.4 vs. post. 183+ 8.8 p <0.05), IL-10 (baseline, 2.2+ 0.5 vs. post. 4.1 + 0.4,
p<0.05)

Conclusions: Our findings shows that the consumption of 1,500 mg/day of powered
concentrate of Sechium edule dried fruit has a significant antioxidant and anti-
inflammatory effect in elderly people with MetS, so it could be a complementary
therapeutic option for said alteration

Keywords: Sechium edule, metabolic syndrome, elderly people, oxidative stress,
chronic infammation, DNA damage.
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lil. INTRODUCCION

En la actualidad, nuestro pais atraviesa por una transicion demografica
caracterizada por un incremento en la proporcion de adultos mayores (AM),
cambio demografico que se asocia con una transformacion epidemiolégica
caracterizada por un incremento de las enfermedades crénicas no trasmisibles
(ECNT), las cuales se presentan con alta prevalencia e incidencia en este grupo
poblacional, entre las mas frecuentes estan la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), la
hipertension arterial, las dislipidemiasy el sindrome metabdlico (SMet), esta ultima
alteracion se presenta en mas del 50% de adultos mayores en México.

El SMet agrupa alteraciones clinicas y bioquimicas que tienen en comun la
resistencia a la insulina y se manifiesta por trastornos en el metabolismo de los
lipidos, hipertension arterial, intolerancia a la glucosa y obesidad visceral o central.
Asi mismo, el SMet favorece la generacién de radicales libres (RL) por lo que se
relaciona con el estrés oxidativo (EOx).

Por otro lado, el envejecimiento per se cursa con un incremento del EOx y un
proceso de inflamacion cronica (PIC) denominado "“inflammaging®, el cual
incrementa la vulnerabilidad para la presencia de enfermedades cronicas. Este
proceso inflamatorio se vincula directamente con el EOx, de ahi que se ha
planteado el término “oxi-inflamm-aging” para denominar esta diada vinculada con
el envejecimiento. La alteracion bioquimica resultante de estos procesos
constituye un factor de riesgo para varias enfermedades cronicas relativas al
envejecimiento. Es por ello por lo que, el monitoreo de los marcadores de EOx y
PIC durante el envejecimiento es fundamental para la prevencion y diagnéstico
oportuno de enfermedades como el SMet.

Por lo anterior, es necesario contar con tratamientos alternativos que coadyuven
en el manejo de este sindrome debido a su alta prevalencia en nuestro pais. En
este contexto Sechium edule, es una planta comestible ampliamente utilizada con
propdsitos curativos en nuestro pais y a nivel mundial, ya que de manera empirica
y desde la época prehispanica ha tenido varios usos medicinales, se ha reportado
que hojas vy frutos tienen propiedades anticancerigenas, cardioprotectoras, anti
ulcerosas, diuréticas y anti-inflamatorias, asimismo las hojas se han utilizado en
el tratamiento de la arteriosclerosis, la hipertension y para disolver calculos
renales.

Esto ha motivado la investigacién de sus componentes y de los efectos
farmacoldgicos a diversos niveles, sin embargo, a pesar de que se ha comprobado
su actividad como antioxidante, hipoglucemiante, hipotensor, asi como inhibidor
de la lipogénesis, no se ha demostrado su efecto en pacientes con SMet. Por tal
motivo, el propdsito del presente estudio es determinar el efecto del consumo de
concentrado en polvo de frutos de Sechium edule sobre marcadores de estrés
oxidativo, inflamacién crénica y dafo oxidativo al ADN en adultos mayores con
sindrome metabdlico.
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IV. ANTECEDENTES

IV.1. Sindrome metabdlico

El SMet, fue descrito en 1988 por Reaven!, también ha sido llamado
sindrome X, sindrome de resistencia a la insulina, sindrome de Reaven y "el
cuarteto mortal’. Se define como un conjunto de alteraciones clinicas y
bioquimicas caracterizadas por la resistencia a la insulina, obesidad central y
abdominal, dislipidemiaaterogénica, hipertension sistémicay obesidad central. Es
un estado protrombdtico y proinflamatorio caracterizado por un aumento de la
actividad de citocinas inflamatorias,? y afecta a la cuarta parte de la poblacion
mayor de 40 afios.® Se manifiesta principalmente por alteraciones en el
metabolismo de los lipidos (particularmente concentraciones bajas de HDL
colesterol, altas de triglicéridos y apoproteina B), hipertension arterial, intolerancia
a carbohidratos, hiperglucemia en ayuno y obesidad visceral. Este sindrome
también se asocia comunmente con enfermedad cardiovascular aterosclerotica
acelerada, hiperuricemia/gota, enfermedad renal cronica, apnea obstructiva del
suefio, micro albuminuria, esteatosis hepatica no alcohdlica, entre otros-2

Aunque los componentes del SMet se consideran en conjunto, es muy probable
que exista una interaccion causal entre ellos, es decir que mientras algunos de los
componentes pueden ser la causa del sindrome, otros probablemente sean la
consecuencia de los primeros. Por lo anterior, es posible que exista una secuencia
temporal en la aparicién de los distintos componentes, segun sea la relacion
causa-efecto entre ellos.* La principal causa de esta condicion esta relacionada
con factores ambientales (sobrepeso y obesidad, sedentarismo y dietas ricas en
carbohidratos) y predisposicion genética.>

Existen diferentes definiciones del sindrome metabdlico propuestas por varios
grupos como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el Grupo Europeo de
Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR), la Asociacion Americana de
Endocrindlogos Clinicos (AACE), la Asociacion Americana del Corazon (AHA), y
el Tercer panel para el tratamiento en adultos del programa nacional de educacion
sobre el colesterol de EE.UU. (NCEP-ATP lll), entre otros.”'0 La diferencia entre
los distintos criterios propuestos radica principalmente en los puntos de corte y
en algunos casos se incluyen marcadores cuya medicion es mas complicada, en
este sentido, en la presente investigacion se utilizaron los criterios NCEP-ATP |lI
que identifica casos menos graves o avanzados en comparacion con los criterios
de la OMS cuyos valores de corte son en general mas altos, de manera que el
diagnostico con los criterios NCEP-ATP Il permiten un diagndstico mas
oportuno' (Cuadro IV.1.1).
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Cuadro IV.1.1 Criterios del Tercer panel para el Tratamiento en Adultos del
Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol de EE.UU. (NCEP-ATP
1)

Criterios de diagndstico para sindrome metabdlico

Obesidad abdominal: circunferencia de cintura
e Hombres > 102 cm
e Mujeres > 88 cm
Triglicéridos = 150 mg/dL
HDL-Colesterol
e Hombres < 40 mg/dL
e Mujeres < 50 mg/dL
Presion sanguinea = 130/85 mmHg
Glucosa en ayuno (8 horas) = 110 mg/dL

Criterio clinico: debe tener tres de los cinco criterios sefalados

IV.1.1 Sindrome metabdlico y envejecimiento

En México existe una mayor prevalencia de SMet en AM de 60 afios
respecto a otros grupos de edad, prevalencia que ha ido en aumento a lo largo de
los arios, al respecto, Rojas-Martinez 2 informé que, para este grupo etario, en el
2006 hubo una prevalencia de 59.3%, la cual incrementé a 69.6% en el 2012 y
70.17% en el 2018, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT
2018) en la cual utilizaron los criterios del NCEP-ATPII. Asimismo, se reportdé que
la prevalencia es mayor en el area urbana en comparacion con el area rural
(56.98% vs. 53.97%) y mayor en mujeres (54%) que en hombres (46%), los datos
de prevalencia son consistentes respecto a que ésta es mayor en las personas
envejecidas. En este sentido, aunque no existe un acuerdo universal respecto al
inicio del proceso de envejecimiento en el ser humano, en general, se acepta que
inicia al final de la adultez (alrededor de los 45 afos). No obstante, por consenso
internacional se ha acordado catalogar como ancianos a aquellos individuos
mayores de 65 afos en paises desarrollados y a individuos mayores de 60 afios
en paises en desarrollo, como es el caso de nuestro pais.'3

En la Unidad de Investigacion en Gerontologia de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, se define al envejecimiento como “un proceso
gradual y adaptativo, que se caracteriza por la disminucién de la respuesta
homeostatica, debida a las modificaciones morfoldgicas, fisiolégicas, bioquimicas
y psicologicas, propiciadas por los cambios inherentes a la edad y al desgaste
acumulado ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del
individuo en un ambiente determinado”.'* Esta definicion se apoya en el enfoque
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tedrico de la alostasis (Allostasis) o proceso de adaptacion ante retos o desafios
estresantes. Esta teoria establece que el organismo responde de manera activa
ante amenazas o retos estresantes con el fin de mantener la homeostasis, sin
embargo, el mecanismo de respuesta adaptativa denominada alostasis,
representa un costo bioldgico, por lo que, cuando ocurre en forma repetida,
propicia una carga alostatica (Allostatic load), haciendo menos eficiente el proceso
y favoreciendo la aparicion de padecimientos infecciosos y crénico-
degenerativos'®'¢ incluyendo los relacionados con el SMet. En este contexto,
respecto al envejecimiento, es importante mencionar que existen varias teorias
que pretenden explicarlo y a pesar de que existen varios enfoques, la teoria de
los RL, una de las mas conocidas y aceptadas; propuesta por Denhan Harman en
1956.17 Esta teoria estipula que la acumulacion de dafio oxidativo en las
macromoléculas, favorecido por una inadecuada proteccion contra los RL que se
derivan del metabolismo aerdbico normal, ocasiona un deterioro funcional
progresivo a las biomoléculas, células, tejidos y érganos, lo que constituye el
principal mecanismo endégeno que da origen al envejecimiento.'®20 Esta teoria
permite explicar también la forma en que los organismos pierden la habilidad para
mantener la homeostasis en la Ultima etapa de la vida, lo cual se traduce en un
incremento de la wulnerabilidad a padecer enfermedades cronicas no
transmisibles como ateroesclerosis, Alzheimer, diabetes mellitus tipo 2, artritis
reumatoide, cancer, entre otras.2122-24

El proceso de envejecimiento se altera cuando estan presentes enfermedades
metabdlicas y cardiovasculares, igualmente se ha demostrado que incrementa el
riesgo de enfermedad conforme aumenta la edad. La presencia de variadas
condiciones predisponentes se incrementa durante el envejecimiento como son la
obesidad, resistencia a la insulina, inflamaciéon, cambios en el eje hipotalamo-
hipofisis, estrés e hipertension, lo cual contribuye al incremento de la prevalencia
de padecimientos incluido el SMet. Cuya alta prevalencia en los AM esta
relacionada con los cambios fisiolégicos propios de esta etapa y ademas han sido
vinculados con el EOx (Figura IV.1.1).14. 24-26
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FiguraIV.1.1 Relacion entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs),
envejecimientoy sindrome metabélico (Tomado de Bonomini F, 2015)26

‘ Inadecuado estilo ‘

RS

Por lo anterior se ha sugerido un papel importante al estrés oxidativo en el
desarrollo y mantenimiento del SMet. También se ha propuesto que una elevada
produccion de EROs de la cadena respiratoria en la mitocondria actia como una
seflal de senescencia acelerada. Bajo estas condiciones y aunado a una
sobrealimentacion e inactividad fisica comun en quienes cursan con SMet, una
sobre activacion sostenida de las vias de sefializacion redox pueden contribuir a
la senescencia acelerada e inflamacion crénica. 26

Entonces, en los AM que cursan con SM se encuentran las complicaciones
propias de este sindrome, aunado a un aumento de RL asociado a la presencia
de EOx y el proceso inflamatorio crénico (Figura IV.1.2.1). Es asi como el
envejecimiento, el desarrollo de resistencia a la insulina y las enfermedades
cardiovasculares parecen acelerarse en el SMet, en donde el EOx y la inflamacién
cronica, se ha asociado con todos los componentes individuales y con la aparicion
de complicaciones cardiovasculares en sujetos con SMet.?°
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Figura IV.1.2 Relacion del SMet con el EOx y el proceso inflamatorio crénico.
SOD=Superoxido dismutasa. GPx= Glutation peroxidasa. AT=Capacidad antioxidante total

IV.2. Estrés oxidativo y enfermedades cronicas no trasmisibles

El estrés oxidativo es el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y RL que provocan dafio oxidativo
a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes."” La produccién de especies oxidantes es equilibrada por los
sistemas antioxidantes, lo que promueve al mantenimiento de la homeostasis, los
problemas se generan al perderse el equilibrio. Si hay una marcada disminucion
de la produccion de EROs se afecta la defensa inmunolégica celular y las
reacciones involucradas en la generacién de energia en la mitocondria, asi como
los procesos fisiologicos donde es indispensable la accion de los RL. Si el
incremento de las EROs no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes, se desarrollara el EOx. Esto propicia el desarrollo de algunas
enfermedades y sus complicaciones, ademas de ser una caracteristica del
envejecimiento (Figura IV.2.1).30-32
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FiguralV.2.1 Estrés oxidativo, homeostasis y enfermedad (Tomado de Rosado-Pérez J,
2018) 3% La produccién de EROs es necesaria para que el organismo sano realice sus
funciones normales y mantenga la homedstasis. Sin embargo, cuando se interrumpe el
equilibrio entre RL y AOX, las EROs son capaces de dafar las biomoléculas y alterar sus
funciones reguladoras a través del EOx, éste se relaciona con el proceso de envejecimiento,
el desarrollo de enfermedades y sus complicaciones.

IV.2.1. Radicales libres y formacién de especies reactivas de oxigeno (EROs)

Un RL es un atomo o molécula que tiene un electron no apareado en su
ultimo orbital, por lo que su configuracién espacial es inestable, altamente reactivo
y su capacidad para combinarse inespecificamente es alta y para estabilizarse
necesita obtener un electrén, porlo que actua sobre otras moléculas de las cuales
obtiene el electron, lo que resulta en un dafio de esa molécula. Cuando se trata
de biomoléculas celulares se puede afectar la fisiologia de la célula al oxidar los
lipidos de membrana, los carbohidratos, las proteinas, el ADN, lo que representa
uno de los mecanismos de dafio del EOx.343% Sin embargo, es importante aclarar
que los RL son componentes de la fisiologia celular e incluso tienen un papel
fundamental enla homeostasis del organismo, en los mecanismos inmunoldgicos,
en la regulacion del tono vascular y agregacion plaquetaria, en la tension de
oxigeno en la ventilacion pulmonar, en la produccidn de eritropoyetina, asi como
en la senalizacion en la transduccion de receptores de membrana en varios
procesos fisioldgicos.36
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Las EROs de naturaleza enddgena son generadas en la célula durante el
catabolismo de lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. El oxigeno
molecular (O2) es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los
organismos aerdbicos, pues participa en diversas reacciones de 6xido-reduccion
como aceptor de electrones. Durante la sintesis de ATP porla cadena respiratoria
mitocondrial, el O2 sufre oxidaciones/reducciones sucesivas lo que da origena RL
intermedios vy finales definidos como EROs.3"

Los RL se generan de manera continua durante el catabolismo, la respiracion
celular, en las reacciones donde intervienen enzimas de la familia de las
nicotinamida adenin dinucle6tido fosfato (NADPH) oxidasas asociadas al
metabolismo del acido araquidonico como la ciclooxigenasa, la lipooxigenasa, el
citocromo P450 y como respuesta a la exposicidn a agentes exdégenos como los
rayos UV, radiaciones ionizantes, el ejercicio excesivo, entre otros.36:37 La
produccion excesiva de RL contribuye al desarrollo de desérdenes que se
presentan durante el envejecimiento, asi como en el desarrollo de enfermedades
degenerativas y autoinmunes. 38

Una de las moléculas mas susceptibles de ser transformadas, es el O2 y muchas
reacciones en las que participa generan RL, de ahi, que también se considera
como una molécula potencialmente téxica aparte de ser fundamental para la vida.
La reduccién del Oz involucra cuatro electrones y genera tres EROs: anidn
superoxido (O27*), peréxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo (OH®) que es
el que tiene mayor poder oxidante.373% (Figura IV.2.1.1)

+1e + 2H ' +1e +2H

+1e
0,——>0," ———>H,0 %DH +OHT ————>2H,0

FiguralV.2.1.1 Pasos de la reduccion de oxigeno molecular a aguay la generacién de
tres especies reactivas de oxigeno

El H202 no es un radical libre, pero cae en la categoria de EROs por ser un
compuesto intermediario en la formacion de los RL. En presencia de metales de
transicion, principalmente el hierro, se descompone y en presencia de metales de
transicion como el hierro (Fe?*), produce el OH*, por medio de la reaccién de
Fenton (Figura IV.2.1.2).37:39:40

Fe(ll)+ H,0, — 5 OH"+ OH™ + Fe(lll)

FiguralV.2.1.2 Reaccidon de Fenton que involucra la presencia de sales ferrosas

El Oz reduce algunos quelatos férricos, lo que da origen a la formacion de OH".
A la reaccion condensada entre O2~*y H202, sin los intermediarios del hierro, se
denomina reaccion de Haber-Weiss (Figura IV.2.1.3).39:40
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2+
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0, +H,0, 3 OH +0OH™ +0,

FiguralV.2.1.3 Reaccion de Haber-Weiss catalizada por hierro.

IV.2.1.1 Especies reactivas de nitrogeno (ERNs) y radicales libres organicos

El nitrégeno también forma RL como el 6xido nitico (NO°®) y el diéxido
nitico (NO2*), denominadas especies reactivas del nitrogeno (ERNs).364! Los
radicales OH*, O2=* y NO* reaccionan con las biomoléculas, lo que origina RL
organicos menos reactivos que las EROs.

El OH°® reacciona con los carbonos centrales de las moléculas en forma RH,
convirtiéndolas en radicales (R*), este RL carbono-central reacciona rapidamente
con el oxigeno formando el radical peroxilo (ROO*) que es mas estable y puede
tomar parte en otras reacciones para producir radicales alcoxilos (RO*®). De la
misma manera, los atomos de azufre en forma de compuestos sulfhidrilo (RSH)
también pueden ser convertidos en RL formando radicales tiol (RS*). Asi, el O2™*
reacciona con el NO* para formar el peroxinitrilo (ONOQO-).40:41

Las EROs participan en la sefializacién y regulacion celular, normal y patoldgica.
Por su alto caracter oxidante se les considera como productos toxicos del
metabolismo que pueden potencialmente ocasionar dafio en lipidos, proteinas,
carbohidratos y ADN.36

IV.2.2. Daio oxidativo a biomoléculas

Las proteinas son menos susceptibles al ataque de los RL, pero al ser
oxidadas por éstos, se fragmentan y se unen entre si dando lugar a
entrecruzamientos que resultan en la pérdida de la funcionalidad de la proteina.
También se han observado enrollamientos erréneos de estructuras secundarias o
pérdida de la conformacién de estructuras terciarias y cuaternarias, reacciones
espontaneas de glucosilacion, etc.4243

Los efectos de los RL sobre los carbohidratos se concentran en las reacciones de
glucosilacion con proteinas. La glucosilacion involucra la interaccién no enzimatica
entre los azucares reductores, principalmente glucosa, con los grupos amino de
las proteinas lo que da lugar a las bases de Schiff, las que a su vez presentan un
rearreglo molecular y forman cetoaminas o compuestos de Amadori. Este proceso
ocurre en varias semanas, por lo que afecta a proteinas de larga vida como
colageno, queratina, elastina, entre otras. Estos productos glicosilados en
presencia de Oz~ y Fe(ll) forman productos de fragmentacién que posteriormente
se condensan formando los llamados productos finales de glucosilacién avanzada
(AGEs, del inglés Advanced Glycosylation End-products).4344

También el ADN puede ser dafiado por EROs, a nivel tanto nuclear como

mitocondrial (ADNm), este ultimo puede ser oxidado unas 10 veces mas que el
11
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ADN nuclear (ADNn), debido a que en la mitocondria se lleva a cabo el
metabolismo aerdbico y el material genético que se encuentra en la mitocondria
esta en constante contacto con las EROs, ademas de que el ADNm no tiene
histonas protectoras y sus mecanismos de reparacion son incompletos. 4°

Las EROs también pueden causar entrecruzamiento de proteinas y ADN,
intercambio de cromatides hermanas, dafo a la estructura de desoxirribosa-
fosfato y oxidacién de las cuatro bases nitrogenadas, lo que produce mutaciones.
La oxidacion de la desoxirribosa puede inducir liberacion de bases y rompimiento
de cadena sencilla de las hebras de ADN.#346

Sin embargo, de todas las biomoléculas que son atacadas por los RL, los lipidos
de la membrana celular son los mas susceptibles, pues dichas membranas son
ricas en acidos grasos poli-insaturados que se oxidan facilmente por un proceso
llamado lipoperoxidacion o peroxidacion lipidica (LPO). Este proceso dana
directamente a la estructura de la membrana e indirectamente a otros
componentes celulares por la produccion de aldehidos reactivos.

En la LPO se describen tres momentos: iniciacion, propagaciony terminacién. En
la iniciacion un acido graso poliinsaturado es atacado por un RL (OH*, RO* o
ROQO*®) que sustrae un atomo de hidrégeno (H*) de un grupo metileno, ésta
sustraccién deja un carbono central desapareado. El radical sufre un rearreglo
molecular para formar un dieno conjugado que, después, se combina con O2 para
formar un ROOQO?*, este nuevo RL puede a su vez, sustraer un atomo de hidrogeno
de otro acido graso y asi se propaga la reaccion.

La peroxidacidon continla hasta que el sustrato se termina o se presenta un
antioxidante para romper la secuencia de la propagacion.#'42 (Figura IV.2.2.1)

La extensa LPO en las membranas celulares causa pérdida de la fluidez, caida
del potencial de membrana, incremento de la permeabilidad a H* y otros iones y
eventualmente, liberacion del contenido celular y de los organelos causando la
muerte celular. De la misma forma, fragmentos de acidos grasos que contienen 3
o0 mas ligaduras dobles, pueden producir malondialdehido (MDA) y la presencia
de este producto puede ser cuantificado por reaccién con al acido tiobarbiturico
para producir color.42

12
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FiguralV.2.2.1 Reaccidn de lipoperoxidacion.

IV.2.3. Marcadores biolégicos del estrés oxidativo

Los danos causados por el EOx pueden ser evaluados por el estudio de
biomarcadores sanguineos:

Lipoperoxidaciéon

La determinacion de la concentracion de lipoperéxidos, es un buen
marcador de dafio oxidativo a lipidos. En el proceso de LPO se generan una
variedad de productos relativamente estables, principalmente aldehidos reactivos
o,B-insaturados, tal como MDA, 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), 2-propenal y 8-
isoprostanos, los cuales pueden ser cuantificados en suero y en orina como una
medida indirecta del EOx. El MDA, es considerado un buen marcador de
peroxidacion lipidica y se determina por medio del método del acido tiobarbiturico
(TBA) en el que se forman aductos MDA-TBA, llamados sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (TBARS, del inglés thiobarbituric acid reactive substances), los
cuales pueden cuantificarse espectrofotométricamente. Respecto a la
concentracién de 8-isoprostanos, las mediciones se pueden realizar con la técnica
de enzimoinmunoanalisis competitiva.*6

Actividad del sistema antioxidante

La actividad del sistema antioxidante se mide con la concentracion de la
SOD, la GPx y la relacién SOD/GPXx, los cuales estiman la actividad antioxidante
intracelular.#” La eficiencia del sistema antioxidante extracelular se evalta por la
capacidad antioxidante plasmatica total (AT) y la capacidad antioxidante residual
o brecha antioxidante (GAP).#” La AT evalua la actividad acumulada de todos los
antioxidantes plasmaticos. La GAP se calcula restando a la AT, la concentracién
de albumina y acido urico, lo cual refleja la actividad de antioxidantes plasmaticos
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como vitamina A, acido ascérbico, a-tocoferol, bilirrubina, haptoglubulina vy
transferrina.*84°

Oxidacion de proteinas

Los marcadores de la oxidacién de proteinas son derivados de proteinas
carboniladas, cadenas laterales de aminoacidos oxidados, fragmentos de
proteinas y formacion de AGEs. Los derivados carbonilados son muy labiles y los
AGEs son dificiles de detectar analiticamente, es por eso que se emplean la
formacion de orto-tirosina (o-Tyr) y ditirosina en RNAsa purificada expuesta a
oxidacion catalizada por metales para determinar el dafio oxidativo in vitro, como
medida del EOx.4°

Dano al ADN

Un método para determinar el dafio oxidativo al ADN es el denominado
‘ensayo cometa” que cuando se lleva a cabo a pH 13 se conoce como
“electroforesis unicelular alcalina” en el que se pueden detectar rompimientos de
cadena doble o sencilla, asi como sitios alcali labiles, entrecruzamientos con
proteinas e incluso la reparacion del dafo inducido por agentes oxidantes,
genotoxicos o radiacidn en células individuales.®°

También, se ha empleado la cuantificacion de la 8-hidroxi-2°desoxiguanosina (8-
OHdG u 8-oxodG) como marcador de dafio al ADN por ser una lesion que tiene
un papel importante en la mutagénesis y carcinogénesis. Cuando el ADN es
atacado por los RL, la guanina es la mas susceptible al dafio oxidativo y puede
ser transformada a 8-oxo-7,8-dihidroxiguanina (8-oxo-G). Existen diferentes
formas estructurales de ésta lesion, que consisten en la propia nucleobase,
ribonucledsido y nucleésido como la 8-OHdG. Este aducto (8-OHdG) puede ser
eliminado mediante reparacion por escision de bases (BER) por la 8-oxo-guanina
glucosilasa (OGG1) o por el mecanismo de reparacion por escision de nucleétido
(NER)51-53 el cual se ilustra en la figura IV.2.3.1.

De este modo, la medicion de 8-OHdG extracelular también proporciona
informacién sobre el mecanismo reparacién del ADN, ya que la inhibicién de los
mecanismos de reparacion del ADN es uno de los mayores de genotoxicidad, en
donde el dafio no reparado es esencial para la iniciacion de la carcinogénesis en
respuesta a sustancias endégenas o exdgenas. Debido a que 8-OHdG es soluble
en agua y permeable a la membrana, se secreta al espacio extracelular después
de ser removido y eliminado de la hélice del ADN por los mecanismos de
reparacion, luego puede detectarse y medirse por orina, saliva o plasma. Existen
diferentes técnicas para realizar la medicién de 8-OHdG, uno de los mas usados
es el ensayo inmuno-enzimatico ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas).>1-54
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cuantificado en orina, plasma y saliva. (Tomado de Hernandez-Cruz EY. 2019).54

Ensayo TUNEL (marcaje de extremos con desoxinucleotidil transferasa dUTP
terminal).

Es un método usado para detectar ADN fragmentado, por medio de una
reaccion catalizada por desoxinucleotidil transferasa (TdT) exégena denominada
‘marcaje de extremos” o “TUNEL” (por sus siglas en inglés: Terminal Transferase
dUTP Nick End Labeling)

Uno de los ultimos pasos en la apoptosis es la fragmentacién del ADN, un proceso
que resulta de la activacion de endonucleasas durante el proceso de apoptosis.
Estas nucleasas degradan la estructura de la cromatina de orden superior en

fragmentos de 300 kb en promedio, y posteriormente en fragmentos de ADN mas
pequeiios de unas 50 pb de longitud.%%:56

En el ensayo, la TdT cataliza una adicion independiente del molde de trifosfatos
de desoxiuridina bromolados (Br-dUTP) a los extremos 3'-hidroxilo (OH) del ADN
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de cadena doble y sencilla. En los sitios OH se une el marcador Br-dUTP que
luego es unido al antigeno que permitira la union a su fluorocromo como bromuro
de etidio, yoduro de propidio, 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) o isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y el analisis multiparamétrico de células mediante citometria
de flujo.%6

Otras mediciones para determinar el dafio en el ADN incluyen el acortamiento de
teldmeros, la presencia de satélites en los cromosomas, entre otras.

IV.3 Inflamacién y envejecimiento

La inflamacién es una respuesta defensiva del organismo ante la agresién
producida por agentes infecciosos, agentes quimicos, estimulos antigénicos o
lesiones fisicas. En el proceso inflamatorio participan los sistemas nervioso,
vascular, endocrino e inmunolégico. Inicialmente la inflamacién se caracteriza por:
rubor, dolor, tumefaccion, edema y disminucion de las funciones del area
afectada. Si el proceso de defensa no es eficiente, el proceso se convierte en una
inflamacion crénica, proceso fisiopatoldégico que favorece el incremento de RL y
por consecuencia, un aumento de EOx.57:%8

Se sabe que el proceso de envejecimiento se acompafa de un proceso
inflamatorio, incluso en ancianos sanos, ya que se ha demostrado que existe un
incremento en la produccién de citocinas proinflamatorias al aumentar la edad.%-
61 Durante el envejecimiento, el sistema inmunitario (Sl) sufre cambios notables
que en conjunto se conocen como inmunosenescencia. Es un fendmeno
multifactorial y dinamico que afecta tanto la inmunidad natural como la adquirida
y juega un papel fundamental en la mayoria de las enfermedades crénicas.
Durante mucho tiempo, la inmunosenescencia se ha considerado perjudicial
porque puede conducir a una inflamacion crénica de bajo grado llamada
"inflammaging”y una reduccién progresiva en la capacidad de desencadenar
respuestas celulares y de anticuerpos eficaces contra infecciones. Actualmente,
puede considerarse este estado como una adaptacion/remodelacion resultante
del desarrollo inmunolégico a lo largo de la vida de las personas desde una
perspectiva evolutiva. Elinflammaging puede considerarse un proceso adaptativo
porque puede desencadenar una respuesta antiinflamatoria para contrarrestar el
entorno proinflamatorio relacionado con la edad.52

En condiciones normales el sistema inmune se adapta a los diferentes retos a los
que es sometido, a fin de que su funcionamiento sea 6ptimo (inmunidad innata),
pero a lo largo de la vida se acumulan los efectos del estrés y la funcionalidad de
sistema inmune disminuye, lo que permite que el estado inflamatorio se convierta
en cronico (remodelacién de la inmunidad innata). En los ancianos hay un
incremento en el estimulo de los sistemas inmunoldgicos innato y adaptativo, sin
embargo, la capacidad de respuesta del sistema inmunoldgico es menor.5364
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En la inmunidad adaptativa el sistema inmune usa células como los macréfagos y
los linfocitos T que permiten que el individuo responda a los agentes estresores,
pero en el envejecimiento existe una disminucion de la capacidadde éstas células
para producir nuevas moléculas como mecanismo de defensa, (alteracién de la
inmunidad adaptativa) dando como resultado una mayor incidencia de
enfermedades Yy fragilidad.3

Se sabe que durante el envejecimiento hay un constante aumento del estado
proinflamatorio, tanto para el sistema inmunitario innato como para el adaptativo,
lo que se conoce como inmunobiografia y que a través del desgaste celular
producido por los desafios antigénicos resulta en una mayor estimulacion
sostenida de la respuesta inmune. Es asi como los organismos, han desarrollado
medios mas eficaces para combatir al estrés generado por los procesos
metabdlicos y se puede considerar como un sistema anti estrés mediado por el
mismo sistema inmunitario.6°

Cabe mencionar que, debido a los cambios epigenéticos y metabdlicos a lo largo
de la estimulacion del sistema inmunitario, hay una constante activacion gradual
y mejorada, lo que le suministra una herramienta fuerte al sistema inmunolégico
para su defensa, pero que si traspasa el umbral de no retorno, entonces se volvera
contra el organismo y generara un estado de paralizacion inmunitario dando como
resultado mayor riesgo de enfermedades y fragilidad descontrolada que
conduciran a un declive funcional temprano.62:65

Diversos autores plantean que el proceso de “inflammaging”es probablemente
uno de los factores responsables del desarrollo de la mayor parte de las
enfermedades asociadas al envejecimiento como: los padecimientos
cardiovasculares, el cancer, la obesidad, diabetes, artritis, demencia, las
enfermedades neurodegenerativas y también se le relaciona en procesos propios
del envejecimiento.®-61 Biologicamente hablando, las mitocondrias pueden
contribuir a la inflamacion ya sea directamente por la produccion de radicales
libres o por la produccién de basura interna, como el ADNm liberado en el citosol
y no olvidemos que las mitocondrias también producen varias moléculas que
desempeiian funciones proinflamatorias o antiinflamatorias.?> En el proceso de
‘inflammaging”,aumenta la sintesis y liberacion de la lipoproteina a, el fibrindgeno,
los factores de coagulacion, las citocinas proinflamatorias como la IL6, IL1, el TNF-
o y moléculas de adhesion.59.66.67

Se ha observado en estudios con personas centenarias que tanto sanos como
enfermos presentan “inflammaging”. Sin embargo, las personas sanas tienen una
mayor concentracion de moléculas antiinflamatorias como IL-10 e IL-4, es por ello
por lo que se ha planteado la existencia de un proceso llamado “anti
inflammaging’, vinculado con un polimorfismo genético, mismo que es un perfil
constante en ancianos que cursan con envejecimiento exitoso.63.68

En los ancianos el proceso ‘inflammaging” no se presenta de manera aislada,
ademas de la carga antigénica que activa la respuesta inmunologica remodelada,
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este proceso esta vinculado con a la produccion de las EROs que también actian
como agentes estresantes de este sistema. Por ello, en el organismo de un
anciano se genera un proceso ciclico en donde el EOx estimula la respuesta del
sistema inmune y viceversa. Las interleucinas (IL) implicadas en la inflamacién
activacion son sensibles al EOx y modifican su actividad al cambiar el estado
redox intracelular. Estas interleucinas a su vez estimulan la generacién de mas
ER, lo que induce el envejecimiento y el proceso de “inflammaging”. Este
desequilibrio entre la respuesta inmune y el EOx estimula la liberacion constante
de citocinas proinflamatorias.9:70

La adaptacion o mala adaptacion a los estimulos proinflamatorios y
antiinflamatorios de por vida, conducen a la longevidad o a las enfermedades. Los
estimulos pro y antiinflamatorios a los que nuestro organismo esta expuesto a lo
largo de la vida, combinado con un estilo de vida saludable o no saludable
(alimentacion 'y actividad fisica) y la microbiota intestinal afecta el
desencadenamiento de la remodelacion del S| a manera de respuesta adaptativa
0 no adaptativa. La estimulacion excesiva de las vias proinflamatorias y una
respuesta antiinflamatoria ineficaz constituyen una fuerza impulsora

para el desarrollo de enfermedades y discapacidades relacionadas con la edad.
En cambio, lograr un envejecimiento y una longevidad exitosos estan
determinados por una menor predisposicion a desarrollar procesos inflamatorios
acompafados de una respuesta antiinflamatoria eficiente%2. (Figura IV.3.1)

Estimulos pro-inflamatorios Estimulos anti-inflamatorios

Carga antigénica, Estilo de vida, Mediadores anti-inflamatorios

mediadores pro-inflamatorios nutricion, de carga antigénica

(IL-6. PCR, TNF-a,IL-8), actividad fisica, (TGF-B, IL-10,

factores de la coagulacion, ADNmt, microbiota I11Ra), _

N-glicanos agalactosilados, intestinal hormonas(cortisol),

eicosanoides, alelos de riesgo. N-glicanos bi-galactosilados,
alelos protectores.

Sin remodelacion y Remodelacion y
adaptacion inmunologica adaptacion inmunolGoica

Enfermedades relacionadas Envejecimiento exitoso /
con la edad / discapacidades Envejecimiento fisiologico longevidad

Inflammaging Anti-Inflammaging

FiguralV.3.1. Estimulos proinflamatorios yantiinflamatorios, e nfermedad e inflamacién
en lavejez. (Modificado de Santoro A, 2021).62
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Finalmente, el estilo de vida saludable, es decir, una dieta balanceada que incluya
probidticos y prebidticos, asi como la practica de ejercicio regular pueden
contribuir a reducir las patologias inflamatorias.62:64.65

IV.3.1 Marcadores biolégicos del proceso inflamatorio crénico

La proteina C reactiva (PCR) es una proteina ciclica pentamérica.
Denominada asi porque precipita el polisacarido somatico C del Streptococcus
pneumoniae. Es parte de la inmunidad innata y es producida principalmente por
los hepatocitos como respuesta al dafo tisular, infecciones, procesos
inflamatorios y neoplasias. Se le conoce como proteina de fase aguda porque
participa en respuestas de emergencia, que se incrementa al desequilibrarse
ciertos mecanismos homeostaticos que mantienen funcionando al organismo ante
diversos retos.”’

La PCR es considerada como un buen marcador de inflamacién sistémica. En
personas sanas la concentracién de ésta proteina es menor a 1 mg/L, mientras
que en sujetos que presentan concentraciones entre 1 y 10 mg/L, padecen
desérdenes metabodlicos como el sindrome metabdlico, elevado indice de masa
corporal, aterosclerosis, diabetes, de artritis reumatoide, fiebre reumatica,
tuberculosis, lupus eritematoso y enfermedades coronarias, entre oftras.
Concentraciones séricas mayores a 10 mg/L, indican la presencia de una
respuesta inflamatoria aguda.”’’2 La expresién de la PCR esta regulada por
citocinas proinflamatorias como IL1, IL6 y TNF-a.. Las citocinas son proteinas
producidas por distintos tipos celulares del sistema inmune en respuesta a una
activacion celular. Su funcion fundamental es la regulacién de la respuesta inmune
e inflamatoria.”

Las IL son glucoproteinas de bajo peso molecular (<80 kDa), permiten la
comunicacion entre las diferentes poblaciones de leucocitos. Estimulan la
multiplicacion, la diferenciacion y la respuesta de los linfocitos T, B y otras células
gue participan en la respuesta del sistema inmune. Las interleucinas se clasifican
en proinflamatorias (IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6 IL-8) y anti-inflamatorias (IL-4 e IL-
10).72

IL-6

Es producida por linfocitos T y B, macréfagos, fibroblastos y varias lineas de
células tumorales. Las endotoxinas son buenas inductoras de su sintesis. La IL-6
participa en la induccién de las reacciones inflamatorias junto con el TNF-a,
estimula la respuesta de fase aguda, inhibe la proliferacion celular, tiene efecto
pirogénico, entre otros. El aumento de la concentracién IL-6 y TNF-o. en personas
con SMet, se asocia con un dafio en el tejido periodontal.”274
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IL-8

Es un pequefio péptido de 8 a 10 kDa producido por neutrdfilos, linfocitos T,
macrofagos y células endoteliales, participa como mediador de las reacciones
inflamatorias. Esta IL causa inflamacion aguda mediante el reclutamiento y la
activacion de los neutrdfilos.”> La IL-8 contribuye en la patogénesis de la
aterosclerosis ya que las lipoproteinas de baja densidad del colesterol (LDL-c)
oxidadas y los macrofagos presentes en las placas ateroscleréticas, estimulan la
secrecion de IL-8. 76

En los humanos se han asociado altas concentraciones de IL-8 con el aumento
en la incidencia de enfermedades coronarias, ademas existen evidencias
experimentales de que ésta citocina es producida también por el tejido adiposo en
humanos.””-78

TNF-o

Es una citocina proinflamatoria que es secretada por monocitos, macréfagos,
neutréfilos, células NK vy linfocitos T. Estd compuesta por 3 subunidades
enlazadas entre si, cada subunidad esta formada por un péptidode 17 kDa. Tiene
una potente actividad citotoxica capaz de asesinar células tumorales y de actuar
como un mediador letal en la respuesta inmune de enfermedades inflamatorias
cronicas e infecciosas. Las infecciones bacterianas pueden acelerar la sintesis del
TNF-a por los macréfagos. Esta citocina participa en la apoptosis de células que
expresan su receptor de membrana, puede inducir necrosis de tumores, estimular
la fagocitosis, provocar necrosis hemorragica de ciertos tumores y vasos
sanguineos, favorece la lipogénesis y aumenta la trigliceridemia?®.76.7°

IL-10

Es una IL con actividad inmunosupresora y antiinflamatoria, que actua inhibiendo
la actividad de los linfocitos T, monocitos y macréfagos. La funcion principal de
ésta IL, es limitar y terminar las respuestas inflamatorias. Regula el crecimiento y
diferenciacion de las células NK y células T cooperadoras, mastocitos,
granulocitos, ceélulas dendriticas, queratinocitos y células endoteliales. Regula la
sobreproduccién de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-8 e interferon
gamma.’2.79.80

IV.4 Sistema antioxidante

Todos los organismos aerobicos poseen sistemas de defensas
antioxidantes, que les permiten prevenir la formacion de moléculas oxidantes y
reparar el dafio oxidativo a los tejidos y biomoléculas. Un antioxidante es una
molécula que retardan o inhiben la oxidacion de los lipidos, las proteinas, los
carbohidratos y el ADN.4281
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Existen diversas clasificaciones para los antioxidantes, pero una de las mas
utilizadas con fines de investigacién en humanos, agrupa a los antioxidantes en
funcion de: la prevenciéon del EOx, limitacion o neutralizacién del EOx y reparacion
del dafio molecular por EOx '* como se presenta en el cuadro V.4.1

CuadroV.4.1 Clasificacion de los sistemas antioxidantes (Modificado de Rosado-Pérez
J, 2018)33

Primarios Secundarios Terciarios
Previenen la formacién de radicales | Capturan Reparan
libres radicales libres . ,
biomoléculas
Enzimas: Proteinas Vitamina C Enzimas
» atrapadoras de — reparadoras de
Superéxido P Vitamina E lipidos:
. metales :
dismutasa (SOD) Vitamina A Fosfolipasas,

., Albumina ’ glutation
Glutation Carotenos transferasas y
peroxidasa (GPx) Ceruloplasmina acetiltransferasas.

Catalasa (CAT) Transferrina Acido urico Acttian sobre
. ili i roteinas:
Metalotioneina Bilirrubina P

AlbUmina Proteinasas,
proteasasy

Melatonina peptidasas

Estrogenos Reparan ADN
Exonucleasas y
endo-nucleasas,
glicosilasas,
polimerasas y
ligasas,

Antioxidantes primarios

Este grupo esta formado por la SOD, glutation peroxidasa (GPx), catalasa
(Cat), la albumina y las proteinas atrapadoras de metales y conforman el
mecanismo inicial de proteccion. Las enzimas antioxidantes contrarrestan el
efecto de las EROs. La SOD acelera la dismutacion del ion Oz2"~ a H202 y oxigeno
(Figura IV.4.1). Al producirse H202, aumenta la lipoperoxidacion y el dafio celular.
En el humano existen tres formas de SOD: citosélica (CuZnSOD), mitocondrial
(MnSOD), y extracelular (EC-SOD).33:82.83
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Otro mecanismo, es la descomposicion enzimatica del H202 e hidroperdxidos. La
Caty la GPx actuan en cooperacién en la conversién del H202 en agua (Figura
V.4.1). El H2O2 sobre el que actuan la GPx y la Cat, no sélo proviene de la
actividad de la SOD, sino también de otras reacciones metabdlicas.83-85

La GPx es una proteina que contiene selenio en su sitio activo. Se localiza en el
citoplasma y la mitocondria, cataliza la oxidacién del glutatién reducido (GSH) a
glutation disulfuro (GSSG) (Figura IV.4.1).84

La Cat se encuentra en el citosol y los peroxisomas y contiene un grupo hemo
responsable de su actividad catalitica. Cataliza la reaccidén de descomposiciéndel
H202 (Figura IV.4.1).85

0,;" + 0,7 + 2H =223 H,0, + O,
H,0, + 2 GSH ==BX_3 GSSG + 2 H.0

2 HO, —=2L 3 2 H,0 + O,

FiguralV.4.1 Actividad de las enzimas antioxidantes

El balance entre la actividad de estas enzimas es fundamental para la resistencia
de las células contra el dafio oxidativo. Si la actividad de SOD esta disminuida con
respecto a la actividad de GPx y Cat, se favorece la acumulacién de ion O2~ que
es toxico para las macromoléculas. Una actividad incrementada de SOD con
respecto a la actividad de GPxy Cat puede favorecer la sobreproduccion de H20z,
el cual es responsable de la generacidn de otras EROs. 4885

La albumina es la mas abundante de las proteinas séricas y tiene funciones de
antioxidante primario, pero también de antioxidante secundario. Mas del 35% de
la actividad antioxidante del plasma se debe a la albumina,>? la cual liga iones
cobre y de este manera inhibe la LPO y la formacién de OH*, ambos dependientes
del cobre. Aunque estas reacciones ocurren en la superficie de la proteina, debido
a su alta concentracion plasmatica y su rapido recambio, el dafio que le ocasiona
es muy bajo. Por ello, se previenen reacciones de oxidacion en otras
biomoléculas. La lactoferrina, la transferrina, la ferritina y la ceruloplasmina son
proteinas atrapadoras de metales cuya funcion es secuestrar iones metalicos
como hierro y cobre, y asi evitar que se encuentren disponibles para la formacion
de OH?°, 8687

Antioxidantes secundarios

Este grupo incluye alas vitaminas A, C, E y componentes plasmaticos como
la bilirrubina, el acido urico, la melatonina y los estrogenos. Los antioxidantes
secundarios limitan o neutralizan el EOx ya que actian en compartimientos
hidrofébicos o hidrofilicos eliminando, atrapando y estabilizando a las EROs ya
formadas que han escapado de la primera linea de defensa antioxidante, evitando
la iniciacion o propagacion de reacciones en cadena y limitando su efecto nocivo
sobre moléculas blanco.3387
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Si los otros dos sistemas antioxidantes no han sido eficientes y las biomoléculas
son oxidadas, existe una tercera linea de defensa, que son los sistemas de
reparacion. Dentro de este grupo estan las enzimas reparadoras de lipidos como
las fosfolipasas, glutation transferasas y acetiltransferasas, que comienzan a
reparar en la membrana celular y actuan en forma de cascada, una tras la otra.
También las proteinasas, proteasas y peptidasas, que actian sobre las proteinas
y las exo y endo-nucleasas, glicosilasas, polimerasas y ligasas, que intervienen
en la reparacion del ADN. Este tipo de antioxidantes se encargan de reparar las
lesiones producidas en las biomoléculas oxidadas, restaurandolas a su
conformacion nativa.4887

Aunque algunos autores no consideran a las enzimas de reparacion como parte
del sistema antioxidante debido a la funcién que desempenan, si forman parte de
los mecanismos de defensa y proteccion contra el EOx, ya que se ha sugerido
que el organismo podria sucumbir rapidamente al danarse cualquiera de los
componentes celulares vitales por dafo oxidante si solo tuviéramos a las enzimas
y compuestos antioxidantes como medios de proteccién.8’

IV.4.1 Frutos comestibles como fuente de antioxidantes naturales

Conocer el impacto de la actividad de los antioxidantes nos permite
considerarlos como una alternativa en la intervencion o tratamiento en ciertas
enfermedades, al ser inocuos e inofensivos y que provienen de fuentes naturales
como las frutas y verduras comestibles con alto contenido de antioxidantes.?8

Tradicionalmente, el consumo de frutas y verduras se considera como una habito
saludable, ya que sus compuestos pueden tener efectos a nivel molecular; en
estudios recientes, se ha demostrado que alimentos con alto contenido de
antioxidantes pueden reducir los niveles de especies reactivas.82 Por ejemplo, las
vitaminas y metabolitos secundarios como los acidos fendlicos, flavonoides, entre
otros, pueden incidir en los niveles de EOx en ciertas enfermedades y en el
envejecimiento.88-9° Esto puede ocurrir a través de varios mecanismos, ya sea
evitando la formacion de EROs o interrumpiendo las reacciones en cadena en
donde participan. De ésta manera, se considera que los antioxidantes naturales,
pueden equilibrar un ambiente oxidante, restaurar la homedstasis celular y reducir
los efectos nocivos de ciertas condiciones patologicas inducidas por el EOx.20-91

Algunos vegetales crudos se han usado para tratar algunas enfermedades sin
conocer el contenido de moléculas antioxidantes, segun varios estudios, la
mayoria de los vegetales tienen propiedades terapéuticas para la prevencién de
enfermedades neurolégicas, cardiovasculares, diabetes, cancer y SMet entre
otras.%0-93 | os frutos con capacidad antioxidante, incluyen diferentes tipos de
bayas con alta concentracién de compuestos fendlicos como el arandano, fresas,
moras Yy frambuesas. Respecto a las frutas verdes, el chayote (Sechium edule)es
rico en compuestos bioactivos como polifenoles y flavonoides.%4-97
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IV.5 Sindrome metabdlico, tratamientos y terapias alternativas

Como hemos mencionado, la alta prevalencia del SMet en la poblacién de
AM requiere de opciones terapéuticas, actualmente se enfocan en tratamientos
farmacologicos, cambios en el estilo de vida (dieta y ejercicio) o una intervencion
mixta.®® Los tratamientos farmacolégicos existentes, se enfocan en el control de
cada uno de los componentes del SMet: la hipertension, hiperglucemia,
dislipidemias y obesidad central, por lo que muchas veces los pacientes caen en
la practica de polifarmacia y sus consecuencias. Por lo anterior se han buscado
terapias alternas que coadyuven en el tratamiento de este sindrome y de ECNT.%?

La evidencia de la literatura cientifica respalda el uso de polifenoles de origen
vegetal como agentes terapéuticos que podrian ser una alternativa para mitigar
las preocupaciones sobre las ECNT. Hasta ahora se han realizado varias
investigaciones in vivo e in vitro para evaluar sus consecuencias para la salud. Los
polifenoles cumplen una funcion vital en la proteccion del organismo contra
estimulos externos y en la eliminacion de EROs, que son instigadoras de varias
enfermedades. Los polifenoles estan presentes en el té, el chocolate, las frutas y
las verduras y tienen el potencial de influir de manera positiva en la salud humana
ya que ayudan a mejorar el perfil de lipidos, la presion arterial, la resistencia a la
insulina y la inflamacién sistémica debido a que tienen accion antioxidante,
citotoxica, antiinflamatoria, antihipertensiva y antidiabética

También se conoce que se practican terapias con antioxidantes naturales
provenientes de las plantas medicinales podrian ayudar a prevenir o reparar el
dafio causado por los radicales libres, como el estrés oxidativo. 99100

IV.5.1 Fitoquimicos y polifenoles

Los fitoquimicos se definen como compuestos vegetales bioactivos, se
encuentran en frutas, verduras, granos y otros alimentos vegetales que se han
relacionado con la reduccion del riesgo de enfermedades cronicas
importantes. Se estima que se han identificado mas de 5,000 fitoquimicos
individuales en frutas, verduras y granos, pero aun se desconoce un gran
porcentaje, sin embargo, cada vez mas evidencia convincente sugiere que los
beneficios de los fitoquimicos en frutas y verduras pueden ser incluso mayores de
lo que se cree actualmente, porque el estrés oxidativo inducido por los radicales
libres esta involucrado en la etiologia de una amplia gama de enfermedades
cronicas. Los fitoquimicos se pueden clasificar como carotenoides, fenoles,
alcaloides, compuestos que contienen nitrdgeno y compuestos organosulfurados,
pero los fitoquimicos mas estudiados son los fenoles y los carotenoides. 0’

Los polifenoles son conocidos como el grupo mas grande de metabolitos
secundarios provenientes de plantas y vegetales, su estructura varia desde
fenoles simples con grupos hidroxilo conectados al anillo aromatico hasta
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compuestos poliméricos altamente complejos como taninos y lignanos. Los
polifenoles estan muy extendidos en las plantas y aparecen individualmente o en
combinacién con otros grupos de fitoquimicos.'%? Los compuestos fendlicos son
conocidos como antioxidantes naturales presentes en vegetales y biosintetizados
a partir de tirosina o fenilalanina a través de la ruta del acido shikimico. Un
compuesto polifendlico es aquel que tiene mas de un grupo fenol; la complejidad
de los acidos fendlicos varia de simples a conjugados, con efectos antioxidantes
que se deben principalmente a los grupos hidroxilo en el anillo de benceno. Los
compuestos polihidroxifendlicos son aquellos que incluyen mas de dos grupos
hidroxilo. Varias fuentes vegetales, como granos, verduras, semillas, té, frutas,
bayas, bulbos de cebolla, aceites vegetales y vino, se han examinado
exhaustivamente en busca de antioxidantes fendlicos."02.103

Con base en su estructura, los polifenoles son excelentes compuestos
antiinflamatorios y antioxidantes que se consideran para ser usados en el
tratamiento de una amplia gama de enfermedades. 29.1% Hay alrededor de 6,000
formas diferentes de flavonoides, que son un grupo importante de polifenoles con
actividad bioldgica. La figura IV.5.1.1 muestra diferentes clases de polifenoles y
su relacion entre si.

Polifenoles

Acidos X Acidos Lignanos :
hidrobenzoicos Flavenoides Hidroxicinamicos Se?:oisolariciresinol Bl
4cido galico, R o1 iranios resveratrol
4cido protocatecuico, Curcumina
écidos hidrobenzoicos Acido cafeico
son componentes de Kot
galotaninos y
elagitaninos.
Flavonas || flavanoles Antocianidinas Isoflavonas Flavonoles Flavanonas
luteolina || catequinas cianidina genisteina quercetina eriodictiol
apigenina || gallocatequinas|| malvadina daidzeina kaempferol hesperetina

petunidina miricetina naringenina

pelargonidina

FiguralV.5.1.1 Clasificaciéon de los polifenoles (Tomado de Rana A).%?

Los flavonoides se caracterizan por una estructura de 15 carbonos que
comprende dos anillos aromaticos fusionados conectados a otro anillo aromatico
através de un enlace carbono-carbono. La daidzeina y la genisteina (isoflavonas),
la quercetina y el kaempferol (flavanoles), la epigalocatequina-3-galato (EGCG)
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(flavanol) y las antocianinas son algunos de los flavonoides mas conocidos de
plantas medicinales y dietéticas con funciones protectoras en varias
enfermedades neurodegenerativas.9

IV.5.2 Cucurbitacinas

Las cucurbitacinas son triterpenoides tetraciclicos, conocidas por su
amargor poseen una fuerte actividad antineoplasica y antiinflamatoria,
antioxidante e inmunomodulador. y se dividen en 12 clases o categorias de la A
a la T con mas de 200 derivados. Los ocho componentes de cucurbitacina mas
activos contra el cancer son cucurbitacina B, D, E, |, lla, L glucésido, Qy R. Sus
mecanismos de accion incluyen antiproliferacion, inhibicién de la migracion e
invasion, proapoptosis y promocion de la detencion del ciclo celular. También se
ha descubierto que las cucurbitacinas son inhibidores de las vias de sefalizacion
JAK-STAT3 (citocinas Janus cinasa/ transductor de sefal y activador de
transcripcion 3), Wnt (via que regula polaridad, migracion celular y organogeénesis:
polarity gene wingless int-1), PI3K/Akt (fosfatidilinositol-3-proteina cinasa) y MAPK
(proteina cinasas activadas por mitdgenos), que desempefan funciones
importantes en la apoptosis y la supervivencia de las células cancerosas.'05.106

La cucurbitacina B y la cucurbitacina E han sido investigadas en lo que respecta
a la respuesta inmunitaria, y desempenan funciones tanto en la inmunidad innata
como en la adaptativa. Los mecanismos mas descritos son la inhibiciéon de
ciclooxigenasa-2 (COX-2) y sintasa del 6xido nitrico (NOS), reduccién del estrés
oxidativo, supresion de citocinas proinflamatorias y modulacién de proteinas de
inmunidad adquirida. Se encontr6 que las cucurbitacinas son moléculas
promisorias en la busqueda de innovacion terapéutica y tienen amplia versatilidad
en la respuesta inmune y antioxidante.06.107

IV.5.3 Sechium edule (chayote)

El Sechium edule es una planta comestible de la familia de las
Cucurbitaceae. Se ha descrito que los frutos y las semillas son ricos en acido
aspartico, acido glutamico, alanina, prolina, serina, tirosina, treonina y valina;
vitaminas como la tiamina, riboflavina, niacina, vitamina Ay acido ascorbico y los
minerales calcio, fésforo, hierro, nitrdgeno, cobre, zinc, manganeso y potasio. Los
estudios fitoquimicos han revelado la presencia de esteroles, alcaloides no
fendlicos, triterpenos y saponinas. Asi como flavonoides, incluyendo tres C-
glicosilflavonas y cinco O-glucosil flavonas.'%8111 En cuanto a sus usos
medicinales, se ha descrito que las hojas y los frutos tienen propiedades
anticancerigenas, cardioprotectoras, antiulcerosas, diuréticas y anti-inflamatorias,
las hojas se han utilizado en el tratamiento de la arteriosclerosis, la hipertension y
para disolver calculos renales.112-116

En varios experimentos se ha demostrado efectos farmacolégicos importantes de
sus extractos,'”-118 por ejemplo, Wu et al.”> describieron en un modelo celular y
en rata con obesidad inducida, la activacion de la via MAPK cinasa y de PPAR
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(receptores activados proliferadores de peroxisomas) cuya expresion reguld
enzimas implicadas en la lipogénesis con la concomitante disminucion del
contenido sérico y hepatico de triglicéridos y colesterol, también hubo reduccién
significativa de la glucosa.

Existen abundantes evidencias sobre la actividad antioxidante de los extractos de
Sechium edule, debido a los beta-carotenos, asi como la capacidad de donar
hidrégeno en presencia del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) y un fuerte
poder de reduccion por el método del ferrocianuro de potasio. Este resultado se
ha reportado consistentemente, ya que varios autores agregan que los efectos
antioxidantes muestran una correlacion significativa con el contenido de
polifenoles.’9.120 Recientemente, se demostré que los frutos de Sechium edule
contiene acidos fendlicos como el acido galico, clorogénico, vanilico, p-
hydroxibenzoico, cafeico y p-cumarico; ademas también contiene flavonoides
como florizidina, floretina y naringenina.33.96

En el cuadro IV.5.3.1 se presenta una sintesis de estudios sobre los efectos
antioxidantes de varios componentes aislados de Sechium edule.
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Cuadro 1V.5.3.1. Estudios sobre los efectos antioxidantes de varios componentes aislados de Sechium edule (Tomado de Rosado-Pérez 2018)33

Estudio Objetivo Determinaciones Hallazgos Referencia
Actividad Los extractos se prepararon en diferentes Flavonoides enhojas: 0.2- 0.75 mg/dL. Los componentes bioactivos de Sechium edule Ordofiez 2006
antioxidante de los solventes. Se determind la actividad antioxidante . . pueden actuar como antioxidantes primarios y
Flavonoides entallos: 0.1- 0.2 mg/dL ) .
extractos acuososy | de los extractos usando elmétodo del secundarios, contienen un alto poder reductor y
etandlico de tallos, blanqueamiento del B-caroteno. Se determinaron Compuestos fendlicos en hojas: 0.5-1.21 pueden secuestrar RL inhibiendo la lipoperoxidacion.
hojas y semillas de las concentraciones de flavonoides y compuestos mg/dL.
chayote. fendlicos, asicomo su poder reductor. Compuestos fenalicos en tallos: 0.23-0.33
mg/dL
Actividad antioxidante (%)en hojas: 58 -91%
Actividad antioxidante (%)en tallos: 30-65%
Poder reductor, actividad antirradical
Actividad Se estudiaron los frutos de 7 vegetales de la *Concentracion de compuestos fendlicos | H extracto de acetato de etilo de Sechium edule Shaida, 2013
antioxidante e familia cucurbitacea: (TPC) mostré la mas alta actividad antirradical (DPPH),
inhibidora de la respecto a los otros 6 vegetales
actividad de o- *Concentracion de compuestos fendlicos (TPC) *Actividad de eliminacion de RL
glucosidasaen *Activi N o (antirradical) (DPPH) *Se observo la correlacion més alta entre los valores
e ctividad de eliminacién de RL (antirradical) de TPC y DPPH en Sechium edule
cucurbitaceas (DPPH) *Poder reductor
*Se encontrd que el acido galico es el Aox principaly
*Actividad inhibidora de la de o- el constituyente mas activo en el extracto de acetato
glucosidasa de etilo de Sechium edule
*Potencia quelante
Actividad anti- Se estimo el contenido fendlico total en el extracto | *Concentracion letal media (LCso) *No existe LCso ya que en el experimento no murieron | Kathleen
angiogénica y de hojas de chayote, por medio del andlisis mas del 50% de los huevos de artemia salina usando
antioxidante del fotoquimico cuantitativo con acido galico. *A(?ﬁVid?d antioxidante (DPPH, actividad una concentracion de 100%. 2006
extracto etandlico de antirradical)
hojas de chayote en Para determinar las propiedades anti- +Contenido fensiico total * Se observo una alta actividad anti-angiogénica en el
embrion de Pato angiogénicas del extracto, se utilizé en un ensayo extracto de mayor concentracion.
en la membrana de pato.
*La inhibicion de la formacion de radicales libres es
directamente proporcional ala concentracion del
extracto, hay mayor actividad antioxidante a mayor
concentracion.
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*H contenido fendlico total del extractoes de 0.73
mg/g de hoja seca.

Actividad antirradical
de un compuesto
llamado Bio-
catalizador (Bio-
normalizer)y su
subproducto.

Se estudié el efecto antioxidante de un compuesto
en polvo, hecho de levaduras de la fermentacion
de la glucosa, Carica papaya Linn., Pennisetum
purpureum Schum., y Sechium edule Swartz.

*Actividad antirradical DPPH y superoxido

*Formaciéon de TBARS como productos

oxidantes de lipidos en ratas con epilepsia
inducida por hierro.

*Se observé que el compuestoy su producto
neutralizé un alto porcentaje de radicales libres
formados.

*Las pruebas in vivo mostraron que la ingestade 1 g/
kg de peso corporal de Bio-catalizador inhibi6 la
formacion de TBARS en ratas con epilepsia inducida.
Lo que sugiere que Bio-catalizador o su subproducto
pueden ser alimentos saludables contrala
peroxidacion lipidica neural, epilepsia traumatica y
envejecimiento.

Santiago 1997

Actividades
vasoactivas y
antioxidantes de las
plantas usadas en la
medicina tradicional
mexicana para el
tratamiento de

Se estudiaron 10 plantas medicinales:
*Agastache mexicana

*Bocconia frutescensL.

*Chenopodium murale L.
*Chirantodendron pentadactylon Larreat

*Dracocephalum moldavicalL.
*Magnolia grandifloraL.
*Prunusserotina ssp. Capuli
*Psittacanthus calyculatus

*Concentracion de flavonoides
*Concentracion de compuestos fendlicos
*Efecto vaso relajante

*Actividad antirradical

Sechium edule Sw, Agastache mexicana,
Chenopodiummurale L., Chirantodendron
pentadactylon, Dracocephalum moldavical.,
Psittacanthus calyculatus, Prunus serotinas sp.,
contienen metabolitos secundarios que promueven la
relajacion vascular y muestran actividad antioxidante.
Los efectos antioxidantes mostraron una correlaciéon
significativa con el contenido de polifenoles.

barra-Alvarado 2010

enfermedades *Sechium edule Sw . : - iG
cardiovasculares *Solanumrostratum dunal Sin embargo, se observé una menor correlacion entre
la actividad antioxidante y el efecto vasodilatador
maximo, lo que sugiere que la vasodilatacion
provocada por los extractos de plantas podria
atribuirse solo en parte a sus propiedades
antioxidantes.
Efectode Investigar el efecto enla fotoproteccion contra Keratinocitos obtenidos de biopsias Los queratinocitos protegidos con Sechium edule, Metral 2078
genoprotecciéna radiacion UVA en queratinocitos primarios humanas, luego fueron cultivados y mostraron una disminucion intracelular de las

largo plazo del
extracto del fruto de
Sechium edule
contra la radiacion
UVAen los
queratinocitos

humanos.

expuestos aradiacion UVA. Algunos
cultivos fueron tratados con el extracto de
Sechium edule.

*Determinacion de EROS intracelular.

*Cuantificacion de sitios sensibles a Fpg
mediante ensayo de cometa.

especies reactivas de oxigeno, asi como una
reduccion de las lesiones oxidativas del ADN después
de la exposicién a radiacion UVA. Por medio de
biochips se observé la reparacion enzimatica de ADN.
Por lo anterior se explica los beneficios de proteccion
de Sechium edule contra radiacion UVA por una
combinacion de actividad antioxidante, reduccién de
dafo al ADNy mejora en la capacidad de reparacion.
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En relacion al efecto hipoglucemiante, en varios estudios en ratas se ha
reportado regulacion de la concentracion de glucosa.'?!-24 Mayti S. et al. 123
evaluaron su efecto en un modelo de diabetes inducida en ratas, y se observd que
la administracién oral ayudd a disminuir significativamente el nivel de glucosa en la
sangre, el perfil lipidico también mostré mejoras.

Santiago et al.’® describieron la actividad antioxidante en un compuesto
denominado Bio-catalizador a.p N° 11 y su subproducto los cuales son elaborados
por fermentacién de glucosa, Carica papaya Linn., Pennisetum purpureum Schum,
y Sechium edule Jacq. Swartz, los cuales mostraron capacidad antioxidante in vitro,
la administracion en ratas inhibié significativamente la formacién de lipoperoxidos.
Este mismo compuesto (también denominado ImunoAge), se ha administrado a
pacientes alcohdlicos en quienes los niveles de lipoperéxidos e hidroperdoxidos
plasmaticos redujeron significativamente tras dos semanas, lo mismo se observé en
biopsias gastricas. En otro estudio también en alcohdlicos se observaron mejoras
en las propiedades reologicas de la sangre, asi como en la concentracion
plasmatica de GSH y lipoperoxidos, lo cual sugiere un potente efecto antioxidante a
pesar de la condicién de exposicion al alcohol de los pacientes.25-127

En nuestro grupo de investigacién se evalu6 en un modelo in vivo en ratén la
toxicidad del extracto de Sechium edule, encontrando que la DLso(dosis letal media)
via intraperitoneal y gastrica es mayor a 5000 mg/kg de peso, lo cual de acuerdo a
los criterios de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos
(OCDE) y OMS indica inocuidad; ademas se observd que no hubo diferencias en la
concentracion de enzimas hepaticas o de los componentes del perfil renal, respecto
a los parametros hematicos se observd un incremento en los glébulos blancos,
especfficamente en los linfocitos. Asi mismo se observd una disminucion

significativa de la glucosa. No hubo cambios en los indices esplénico, hepatico y del
timo.%

A pesar de la abundante informacion respecto a los efectos farmacoldgicos de
Sechium edule en estudios preclinicos, en nuestra poblacion no se ha evaluado de
manera formal su efectividad, de ahi que se plantea la determinacion del efecto de
la suplementacion de frutos secos de Sechium edule en los marcadores clinicos,
inflamatorios y de EOx en AM con SMet
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SMet es un conjunto de alteraciones que tienen en comun la resistencia a
la insulina, se caracteriza por hipertension, obesidad abdominal, dislipidemia,
hiperglucemia y obesidad visceral. En los AM este sindrome se presenta con alta
prevalencia, lo cual se ha asociado con la mayor predisposicion a padecer
enfermedades crénicas en esta etapa de la vida debido a los cambios asociados
per se al envejecimiento, asi como al EOx e inflamacion también vinculados a este
proceso. Por lo anterior, es importante implementar terapias complementarias, que
sean seguras e inocuas, que coadyuven con los tratamientos tradicionales para el
SMet.

Al respecto, se han estudiado varios compuestos naturales, que contienen altos
niveles de antioxidantes y de compuestos bioactivos con propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes. Sechium edule, es un fruto consumido en nuestro
pais desde tiempos prehispanicos, se ha descrito que tiene propiedades
antihipertensivas, hipoglucemiantes, propiedades como inhibidor de la lipogénesis,
altos niveles de antioxidantes y de compuestos antiinflamatorios, sin embargo, no
se ha evaluado su efecto en AM con SMet.

Por tal motivo, nos plateamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cual es el efecto del consumo de concentrado en polvo de Sechium edule sobre
marcadores de estrés oxidante, inflamacién cronica y dafio oxidativo al ADN en
adultos mayores con sindrome metabdlico?

VI. HIPOTESIS

Considerando las evidencias que demuestran que el extracto de Sechium
edule tiene alto contenido de compuestos bioactivos con actividad antioxidante y
antiinflamatoria, suponemos que la administracién de concentrado de fruto seco en
polvo de Sechium edule tendra un efecto antioxidante, antiinflamatorio y protector
para el dafo al ADN estadisticamente significativo en adultos mayores con
sindrome metabdlico.
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VII. OBJETIVOS

General:

Determinar el efecto del consumo de frutos de Sechium edule sobre

marcadores de estrés oxidativo, inflamacion crénica y dafo oxidativo al ADN en
adultos mayores con sindrome metabadlico.

Especificos:

Evaluar el efecto del consumo de Sechium edule sobre la concentracion
sanguinea delipoperdxidos, 8-isoprostanos, SOD, GPx, AT, razon SOD/GPX,
brecha antioxidante, en adultos mayores con SMet.

Evaluar el efecto del consumo de Sechium edule sobre la fragmentacion de
ADN y concentracion de 8-OHdG en adultos mayores con SMet.

Evaluar el efecto del consumo de Sechium edule sobre IL-183, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12p70, TNF-a y proteina C reactiva en adultos mayores con SMet

Evaluar el efecto del consumo de Sechium edule sobre los criterios de
diagnéstico de SMet.

Determinar el efecto de Sechium edule sobre la composicién corporal.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

VIIl.1.1 Poblacién y disefio de estudio

Previo consentimiento informado y siguiendo los aspectos éticos de la
declaracién de Helsinki'?8, se llevd a cabo un estudio cuasi-experimental el cual fue
aprobado por el Comité de Bioética y Bioseguridad de Investigacion de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM (23/02-SO/2.4.2) y registrado en el
International Standard Randomised Controlled Trial Number (ISRCTN43215432).

Poblacién

Por convocatoria abierta a poblacion con obesidad se reclutaron 364 personas a
quienes se evalué para diagnosticar SMet conforme a los criterios del NCEP-
ATPIIl, 133 personas cumplieron los criterios de inclusion y fueron asignadas de
manera aleatoria a dos grupos: (i) grupo experimental (GE) n =67, quienes
consumieron tres capsulas de 500mg de Sechium edule por dia durante seis meses;
(ii) grupo placebo (GP) n=66, quienes consumieron tres capsulas sin el principio
activo pero de apariencia idéntica, por el mismo periodo de tiempo. En la figura VIII. 1
se presenta el esquema general de la investigacion.

VIIl.1.2 Criterios de inclusién y exclusiéon

Adultos mayores de 60 a 74 afios sin distincion de sexo, que presentaron
SMet de acuerdo con los criterios del NCEP-ATPII. Sin ingesta de suplementos
antioxidantes y tratamiento cronico con antiinflamatorios, con enfermedades
cronicas no transmisibles controladas en los ultimos tres meses y que firmaran el
consentimiento informado.
Se excluyeron del estudio aquellos participantes que consumian suplementos
alimenticios, que tuvieran enfermedades no controladas o cancer.

VIil.1.3 Criterios de eliminacion

Fueron eliminadas del estudio las personas que no consumieron las 3
capsulas del tratamiento al dia, decidieron voluntariamente no continuar en el
programa, no se presentaron a la toma de muestras sanguineas o que fueron
hospitalizados.

Todos los participantes fueron evaluados por un médico general para corroborar el
cumplimiento de los criterios de inclusion.
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[ Personas reclutadas: 364 ]

Firma de consentimiento

informado

+—>

No cumplieron criterios de

inclusion: 231

12 Personas que abandonaron:
n=4 cambio de domicilio

n=2 Hipoglucemia

n=6 Problemas logisticos para
asistiralasmedidones**

Vs

N

10 Personas que abandonaron:
Problemas logisticos para asistir
a las mediciones **

~N

'

[ Grupo de estudio: 133

|

A 4

)

13 Personas que
abandonaron:

n=5 cambio de domicilio

n=8 Problemas logisticos para
asistiralasmediciones**

J/

Datos excluidos del anélisis4:

medicdonesincompletas

9 Personas que abandonaron:
Problemas logisticos para asistira
las medidones **

N
[ Grupo experimental: 67 [ Grupo placebo: 66 ]
J
T ;
—>
N
Seguimientoa 3 meses: Seguimientoa 3 meses:
55 53 a
J
Seguimientoa 6 meses: Seguimientoa 6 meses:
45 liy] J\
—

[ Datos analizados:41 J [ Datos analizados: 40 ]

Datos excluidos del analisis 3:
Medicionesincompletas

Figura VIIl.1: Esquema general del estudio. “*Se refiere a: Cita médica en sede distinta el dia
de la medicion, falta de acompanante, largas distancias por recorrer, sin tiempo disponible
suficiente para desplazarse a la sede.

VIIl.2 Variables

Tratamiento:

Independiente:

dia durante 6 meses.

Consumo de 1 capsula de 500mg de fruto seco de Sechium edule, 3 veces al

Consumo de 1 capsula de 500mg de placebo, 3 veces al dia durante 6 meses.
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e Dependientes:

Estrés oxidativo evaluado a través de los siguientes marcadores:
- Lipoperoxidos

- 8-isoprostanos (8-iso)

- Superoxido dismutasa (SOD)

- Glutatién peroxidasa (GPx)

- Capacidad antioxidante total (AT)

- Relacion SOD/GPx

- Brecha antioxidante (GAP)

- indice de estrés oxidativo (IEOx)

Dano oxidante al ADN: Fragmentacion de ADN y concentracion de 8-OHdG

Proceso inflamatorio crénico: IL-13, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-o y proteina
C reactiva (PCR).

VIIL.3 Técnicas
VIil.3.1 Intervenciéon

Se convoco a AM, para que de manera voluntaria participaran en el proyecto.
La poblacién de estudio se reclutd bajo una convocatoria abierta distribuida por
redes sociales en donde se especificaban los objetivos del estudio y los criterios
para ser candidatos a participar, es decir ser mayor de 60 afos y presentar obesidad
0 sobrepeso, asi como tener residencia en la Ciudad de México. Se reclutaron 364
personas de ambos sexos, de las cuales 231 no cumplieron con los criterios de
inclusion (presentar SMet), quedando 133 personas en el grupo de estudio.

Todos los participantes firmaron un consentimiento informado y fueron programados
para la evaluacién basal. Posterior a ésta se hizo la asignacién aleatoria a los grupos
de estudio y se les proporcioné el tratamiento, asi como los datos de contacto y los
mecanismos de comunicacion con los coordinadores de la investigacion. En la
medicion basal, a los tres y seis meses de tratamiento se determinaron parametros
antropomeétricos y bioquimicos a todos los participantes, marcadores de EOx, de
dafio al ADN vy citocinas inflamatorias y antiinflamatorias en suero. Durante la
investigacion, se programaron reuniones mensuales para entregar los tratamientos,
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hacer retroalimentacion y deteccion de efectos no deseados, asi como favorecer el
apego al tratamiento.

VIII.3.2 Diagnéstico de sindrome metabdlico

Todos los participantes fueron diagnosticados con SMet de acuerdo con el
NCEP/ATP Il en el cual se considera SMet, la presencia de al menos tres de los
cinco parametros que se evaltan'®.

Cuadro VIIl.3.2.1. Criterios del Tercer panel para el Tratamiento en Adultos
del Programa Nacional de Educacién sobre el Colesterol de EE.UU. (NCEP-
ATP il

Criterios de diagndstico para sindrome metabdlico

Obesidad abdominal: circunferencia de cintura
e Hombres > 102 cm
e Mujeres > 88 cm
Triglicéridos = 150 mg/dL
HDL-Colesterol
e Hombres < 40 mg/dL
e Mujeres <50 mg/dL
Presiéon sanguinea = 130/85 mmHg
Glucosa en ayuno (8 horas) = 110 mg/dL
Criterio clinico: debe tener tres de los cinco criterios sefialados

VIII.3.3 Obtencion de frutos de Sechium edule var. nigrum espinosum

Se utilizaron frutos de Sechium edule grupo varietal nigrum spinosum,
procedentes del Banco Nacional de Germoplasma de Sechium edule, ubicado en
Huatusco, Veracruz, especificamente en el CRUO (Centro Regional Universitario
Oriente) perteneciente a la Universidad Autonoma Chapingo. Los frutos fueron
recolectados en madurez horticola (estado en que se encuentran aptos para su
consumo), una vez lavados y secos, fueron cortados en hojuelas, se incluy6
exocarpo, mesocarpo, endocarpo, espinas y semilla. Posteriormente se realizé6 un
secado a 40°C en un horno con circulacion de aire (BLUE-M, electronic
company/blue Island, lllinois, USA.) hasta su deshidratacion completa
(aproximadamente 48 horas). Finalmente, los frutos secos fueron molidos a un
tamafno de particula de 2 mm y tamizados con una malla No. 40 para separar las
espinas. Este proceso se realizd en el Laboratorio de Acondicionamiento de la
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion Experimental Zaragoza (UMIEZ) donde
se cuenta con equipo grado alimentario y estuvo a cargo de personal capacitado.
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VIIl.3.4 Formulacion de capsulas de Sechium edule

Se formularon las capsulas de polvo de Sechium edule y placebo usando
buenas practicas de fabricacion en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de
la FES Zaragoza, determinada la composicion, los tratamientos se maquilaron en
una empresa farmacéutica especializada en el ramo naturista a la cual se entregaba
el polvo obtenido en el Laboratorio de Acondicionamiento. El material biolégico fue
sanitizado y posteriormente encapsulado y acondicionado en frascos que contenian
el tratamiento suficiente para un mes (90 capsulas). Las capsulas de placebo eran
de apariencia idéntica a las de Sechium edule pero contenian lactosa
monohidratada y talco, ambos de grado farmacéutico y acorde a la Farmacopea de
los Estados Unidos (USP) (Sigma, St. Louis, MO, EUA.), fueron acondicionadas y
etiquetadas de la misma manera que los tratamientos activos para mantener el
cegamiento de los participantes.

VIIL.3.5. Mediciones antropomeétricas y clinicas.

Las medidas antropométricas se obtuvieron siguiendo el protocolo
establecido en la Unidad de Investigacién en Gerontologia:

Registro del peso: Las personas fueron pesadas con la menor cantidad posible de
ropa en una bascula calibrada marca SECA® (Hamburgo, Alemania).

Registro de la estatura: Los pacientes se colocaron con los talones juntos, gluteos,
hombros y cabeza en contacto con un estadiometro marca SECA® (Hamburgo,
Alemania) con los ojos mirando al frente y el plano de Frankfurt paralelo al suelo.
Circunferencia de la cintura: se midio el perimetro de la cintura a nivel de la cicatriz
umbilical, utilizando una cinta métrica, sin hacer ninguna presion sobre el cuerpo.
indice cintura-cadera: Se obtuvo al dividir el valor obtenido de la circunferencia de
la cintura entre la circunferencia de la cadera.

Presion arterial: se tomo siguiendo la técnica que se establece en el apéndice B
de la NOM- 030-SSA2-1999 para la prevencién, tratamiento y control de la
hipertension arterial.’?® Dicha medicion se determind con el paciente sentado con
un soporte para la espalda, con el brazo descubierto y flexionado a la altura del
corazon. Se utilizd un esfigmomandémetro mercurial, el observador se situé de
manera que podia ver el menisco de la columna de mercurio, se colocé el brazalete
situando el mango sobre la arteria humoral y mientras se palpa la arteria humoral
se infla rapidamente el mango hasta que el pulso desaparece a fin de determinar
por palpacion la presién arterial sistolica (PAS), se desinfla nuevamente el mango y
se coloca la capsula del estetoscopio sobre la arteria humoral, se infla rapidamente
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el mango 30 6 40 mm Hg por arriba del nivel palpatorio de la presion sistolica, se
desinfla a una velocidad de 2 mm Hg/seg. La aparicion del primer sonido de
Korotkoff (fase I) marca el nivel de PAS y el quinto la presion arterial diastdlica
(PAD).

VII.3.6 Composicién corporal

Para conocer la composicién corporal se us6 el método de impedancia
bioeléctrica mono frecuencia con el equipo RJL System (50 kHz, Quantium X), para
esta medicion, los pacientes requirieron de ayuno (al menos 8 horas) y retirarse
objetos de metal como relojes o joyeria, para que no interfirieran con las frecuencias
eléctricas que genera el equipo. El paciente debe estar acostado boca arriba sobre
una superficie plana y se colocan cuatro electrodos, dos en el dorso de la mano y
dos en el dorso del pie del lado derecho, se obtienen datos de resistencia (R) y
reactancia (Xc).

Masa muscular esquelética

Con la resistencia y la reactancia se estima la masa muscular esquelética (MME),
la cual se calcula usando la ecuacion de Janssen. 30

MME (kg)= [(estatura cm?/resistencia) x 0.401] + (sexo x 3.825) + (edad - 0.071) +
5.102
Donde sexo: Mujer =1 Hombre= 0

Finalmente, con la MME, se calcula el indice de masa musculo esquelética (IMME),
que es la relacion de masa muscular esquelética vy la talla:

IMME = MME/ (estatura m?)
Masa libre de grasa

Para el célculo de la masa libre de grasa (MLG) se usé la siguiente ecuacion:30

MLG (kg)= [(0.7374) x (estatura cm?/resistencia)] + [(0.1763 x peso) ] - [(0.1773
x edad)] + [ (0.1198 x (reactancia) ] — 2.4658

Donde la edad se reporta en afos y el peso en kg.

Masa grasa
Para el céalculo de la masa grasa (MG) se uso la ecuacion:

MG (kg)= Peso(kg) — MLG
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Porcentaje de masa libre de grasa (%MLG)
Se determina con la siguiente ecuacion:
%MLG= [(MLG(Kg) x 100)/ peso (kg) ]

Porcentaje de masa grasa
Se usa la ecuacion:
%MG= 100 - %MLG

VIIL.3.7. Obtencion de las muestras

A los sujetos participantes en el estudio se les tomaron muestras sanguineas
por venopuncion, las cuales fueron obtenidas entre las 8:00 y 9:00 h con ayuno
previo de 8 h, en tubos al vacio (Beckton-Dickinson, México); sin anticoagulante
para las determinaciones bioquimicas (glucosa, perfil lipidico, perfil renal, 8-OHdG,
interleucinas y PCR), con EDTA disddico para la biometria hematica y HbA1c y con
heparina para las pruebas de estrés oxidativo. Para la determinacion de los
parametros bioquimicos se centrifugaron las muestras coaguladas a 2,100 x g
durante 10 min y se separé el suero en alicuotas y se congelé a -70°C para la
determinacion posterior de las citocinas y de la 8-OHdG. Las determinaciones
bioquimicas (glucosa, perfil renal y perfil lipidico) se realizaron utilizando un equipo
automatizado Selectra Junior (Vital Scientific, Holanda). De la sangre anticoagulada
con EDTA se realizé la biometria hematica en un equipo Spincell 5 (Spinreact,
Espana) y se separd una alicuota para la HbA1c, el resto de la muestra se centrifugé
para obtener plasma que se separé en alicuotas para la determinacién posterior de
la concentracion de 8-isoprostanos. Para las pruebas de EOx, se separaron 600 uL
de sangre total anticoagulada para SOD, 100 yL para GPx, plasma heparinizado
100 pL para AT y 1,000 pL para lipoperéxidos.

Las muestras sanguineas fueron recolectadas por personal capacitado siguiendo
un protocolo establecido en el laboratorio clinico de la Unidad de Gerontologia.
Previa toma de muestra se entregd por escrito las instrucciones para asistir a la
misma y se les solicitd el chorro medio de la primera orina de la mafana con la cual
se realizd el examen general de orina y la cuantificacién de albumina en orina.

40




f%;// \(/(//////// vinr /é////‘

VIIL.3.8. Parametros bioquimicos

Para realizar las determinaciones se utilizd un equipo automatizado marca
Vitalab Selectra Junior (Vital Scientific, Holanda), de acuerdo a los siguientes
métodos:

Glucosa: Se utilizd un estuche comercial de Laboratorios Randox (Ltd; UK,) usando
el método de glucosa-oxidasa. La glucosa se determina colorimétricamente
después de una oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. La muestra
y el patrén se mezclan e incuban durante 10 min a 15-25°C y se lee la absorbencia
a 500 nm frente a blanco de reactivo.

Colesterol: Se empled el estuche comercial para la determinacion de colesterol
(método enzimatico de punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd; UK,). El
colesterol se determind colorimétricamente después de hidrolisis enzimatica vy
oxidacion. El blanco, el patréon y la muestra se agitaron e incubaron con el reactivo
de color 10 minutos de 20 a 25°C 6 5 minutos a 37 °C, se midi6 la absorbencia a
546 nm antes de que hayan transcurrido 60min.

Triglicéridos: Se uso el estuche comercial para la determinacion de triglicéridos
Randox GPO-PAP (Randox Laboratories Ltd, UK). Se determina tras hidrdlisis
enzimatica con lipasas. Elindicador quinoneimina se forma a partir de peréxido de
hidrégeno, 4-amino-fenazona y 4-clorofenol bajo influencia catalitica de la
peroxidada. El blanco, el patron y la muestra se agitan e incuban con el reactivo de
color de 10 a 15 min a 20-25° 6 5 min a 37°C, se mide la absorbencia a 500 nm
antes de trascurridos 60 min.

HDL-colesterol: Se empled el Estuche comercial para la determinacién de HDL-
directo, método de aclaramiento (Randox Laboratories Ltd, UK, CH3811A). La
determinacion se da tras la eliminacion de quilomicrones, VLDLYy LDL colesterol por
medio de colesterol esterasa, colesterol oxidasa y subsecuentemente catalasa; la
determinacion posterior es especfifica para HDL-colesterol con la formacion de un
pigmento de quinona que se lee a 578 nm.

LDL-colesterol: La concentracion de LDL-colesterol se calcula a partir de las
concentraciones de colesterol total, HDL-colesterol vy triglicéridos mediante la
ecuacion de Friedewald:

LDL =Colesterol total - (Triglicéridos / 5 + HDL-Col)."3

Acido drico: Estuche comercial para la determinaciéon de acido uUrico. Método
enzimatico colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK). El acido urico se convierte,
catalizado por uricasa en alantoina y peréxido de hidroégeno, el cual a su vez
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reacciona con el reactivo de color para producir un compuesto de quinoneimina rojo
violeta que se lee a 520 nm. Las muestras y el patrén se mezclan e incuban con el
reactivo de color durante 15 min a 25°C y se mide la absorbencia frente a reactivo
blanco.

Albumina: Se empleé el método de verde de bromocresol en el que la albumina del
suero se une cuantitativamente con el indicador 5,5-dibromo-o-cresol sulfoftaleina
(verde de bromocresol BCP). El complejo albumina-BCP presenta una absorcion
maxima a 600 nm. Se siguid el procedimiento sugerido por la casa comercial de
acuerdo al estuche de Randox Laboratories, Albumina AB388A.

Bilirrubina tota y bilirrubina directa (conjugada): La bilirrubina sérica se
convierte en azobilirrubina mediante la reaccidén con acido sulfanilico diazotado, la
cual puede medirse espectrofotométricamente. De las dos fracciones presentes en
suero, solo la bilirrubina directa (bilirrubin-glucurénico) reacciona en medio acuoso
y la bilirrubina indirecta (bilirrubina libre ligada a la albumina) precisa la solubilizacién
con dimetilsulféxido (DMSO) para su reaccién; el color formado en la reaccion es
proporcional a la concentracion de la bilirrubina presente en la muestra. En la
determinacion de la bilirrubina indirecta también se determina la directa y el
resultado corresponde a la bilirrubina total.

Aspartato amino transferasa (AST/TGO): Se realiz6 la cuantificacion de AST en
suero por medio de un método enzimatico y medido en espectro UV, usando el
estuche de reactivos de Randox laboratories (United Kingdom) Cat No. AS1202
Las aminotransferasas son un grupo de enzimas que catalizan las inter
conversiones de aminoacidos y a-oxoacidos por medio de la transferencia de
grupos amino. La AST inicialmente llamada transaminasa glutamato oxaloacética
(TGO) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al o-
oxoglutarato con formacién de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es
reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa y NADH

a-oxoglutarato + L-aspartato AST_, | -glutamato + oxalacetato

oxalacetato + NADH + H* MbH__J -malato + NAD*

Los niveles elevados de AST y ALT pueden ser una senal de infarto de miocardio,
enfermedad hepatica, distrofia muscular y dafio de 6rganos.
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Alanina amino transferasa (ALT/TGP): Se realiz6 la cuantificacion de ALT en
suero por medio de un método enzimatico y medido en espectro UV, usando el
estuche de reactivos de Randox labotaries (United Kingdom) Cat No. AL1200
Inicialmente llamada transaminasa glutamico piravica (TGP) cataliza Ila
transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al a-oxoglutarato con
formacion de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato en
presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH:
a-oxoglutarato + L-alanina AT L-glutamato + piruvato

piruvato + NADH + H* BH__|-actato + NAD*

Hemoglobina A1c:

Determinacién de la hemoglobina total: El método implica la conversién de
todos los derivados de hemoglobina en hematina en una solucion alcalina de un
detergente no ionico. La reaccion se inicia afiadiendo la muestra previamente
tratada al reactivo de hemoglobina total, resultando en una solucién verde. La
conversion de diferentes especies de hemoglobina en hematina alcalina con un
espectro de absorcién definido permite la medicion punto final de la hemoglobina
total a 600 nm.

Determinacién de HbA1c: Se basa en el analisis de inhibicion del aglutinador de
latex. El aglutinador es un polimero sintético que contiene copias multiples de la
parte inmunoreactiva de HbA1c. Este causa la aglutinacion del latex cubierto con
anticuerpos de HbA1c especificos monoclonales.

Se siguiod el procedimiento sugerido por la casa comercial de acuerdo al estuche
Hemoglobina A1c(HbA1c) HA3830.

Albuminuria: La concentracion de albumina en orina se determind por método
turbidimétrico en el equipo Selectra Junior (Vital Scientific, Holanda), usando el
estuche de reactivos de Randox labotaries (United Kingdom) Cat No. MA2426

La albumina es una de las principales proteinas plasmaticas y puede estar en
concentraciones muy bajas en la orina. El dafio a la membrana basal glomerular
puede alterar su permeabilidad, lo que significa que la albumina y otras proteinas
generalmente reabsorbidas y recirculadas en la sangre ingresan a la orina. Las
elevaciones sostenidas de las concentraciones de albumina urinaria se denominan
microalbuminuria, la cual esta asociada con un control glucémico deficiente,
hipertension y otras complicaciones diabéticas, incluida la cardiopatia isquémica, la
retinopatia diabética y la neuropatia. La microalbuminuria es un predictor de
enfermedad renal progresiva.
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VIIL.3. 9 Determinacion de marcadores biolégicos de estrés oxidativo
Lipoperoxidacion plasmatica

La lipoperoxidacion lipidica se cuantificd por el método del acido tiobarbiturico
(TBA). La prueba del TBA es el ensayo mas usado para la medicién de la
lipoperoxidaciéon. Durante la prueba, la muestra se traté con TBA a pH bajo; en la
reaccion del TBA, una molécula de MDA reacciona con dos moléculas de TBA con
la produccion de un pigmento rosa cuya absorcién maxima es a los 532-535 nm.

Procedimiento: Se utilizd el método de Jentzsch (1996)'32, Se recolectd sangre total
en tubos con anticoagulante heparina, se centrifuga inmediatamente la sangre 10
minutos a 2,100 x g para obtener el plasma, al cual se le adicionaron 10 uL de butiril-
hidroxitolueno (BHT) 2mM por mL de sangre, para evitar la auto-oxidacién de las
muestras. Se colocaron 200 pL de plasma con 25 yL de BHT (12.6 mmol/L) y 200
ML de acido ortofosforico (0.2M) se agitd en vortex 10 seg. y posteriormente se
adicionaron 25 L de TBA (0.11 mol/L), se agitdé en vortex por 10 segundos. Esta
mezcla se incub6 por 45 min a 90°C en un bafo de agua, pasado este tiempo se
colocaron los tubos en hielo por 5 minutos para detener la reaccion.

Posteriormente se adicionaron 500 uL de butanol (Sigma-Aldrich) en cada tubo y 50
ML de solucion salina saturada de NaCl (Sigma), se agité vigorosamente por 30 seg.,
se centrifugd a 4,200 x g 1 minuto, se paso la fase de butanol a un pozo de una
placa y se midio la absorbancia a 535 nm y 572 nm usando un espectrofotémetro
Multiskan Go Microplate (Thermo Scientific MR)

La concentracion de TBA que reacciona se calculd pormedio de una curva estandar
de MDA, obtenida a partir del estandar de 1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP)
Preparacién de la curva estandar:

Se prepararon las siguientes soluciones:

1.- TMP 1mM. - Diluir 17 pL de TMP en 100 mL de agua bidestilada.

2.- TMP 0.2 mM.- Tomar un mL de TMP 1mM y afadir 4 mL de agua
bidestilada, se prepar6 cada vez que se uso.

3.- Se prepararon 8 tubos con diferentes concentraciones de TMP, como se
describe a continuacion:
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Tubo TMP (uL) Hz0 (mL) MDA (umollL)
1 0 400 0

2 10 390 0.4

3 20 380 0.8

4 40 360 16

5 60 340 2.4

6 100 300 4

7 140 260 5.6

8 200 200 8

4.- A cada uno de los tubos de la curva se les da el mismo tratamiento que a
la muestra.

Superéxido dismutasa (SOD)

Se empled el equipo comercial Ransod (Randox Laboratorios Ltd, UK). La
técnica se basa en la reaccion entre la xantina y la xantina oxidasa para generar
radicales O2-, los cuales reaccionan con sales de p-iodonitrotetrazolio (INT) para
producir el colorante rojo formazan. La SOD presente en las muestras compite con
el INT por los radicales superéxido y por tanto inhibe la produccion del colorante
formazan. La SOD se mide por el grado de inhibicion de la formacion del colorante
formazan, a 505 nm.

Procedimiento: Se tomaron 500 uL de sangre total y se lavaron los eritrocitos 3
veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9 % cada vez, centrifugando durante 10
min. A 2,000 x g en cada lavado. Al botdn de eritrocitos lavados se adicionaron 2
mL de agua destilada fria, se mezclaron y se dejaron reposar durante 15 min a 4
°C. Del lisado se tomaron 100uL y se diluyeron con 1.9 mL de tampén de fosfato
0.01 mmol/L pH7.0.

Para el ensayo se pipetearon 6 uL de muestra diluida y se adicionaron 200 uL de
sustrato mixto (xantina 0.05 mmol/L, N:T: 0.025 mmol/L, solucién preparada
siguiendo las instrucciones de fabricante), después de mezclar, se agregaron 30 uL
de xantin oxidasa (0.94 mmol/lL preparada siguiendo las instrucciones del
fabricante). Se mezcloé y se registrdé la absorbencia A1 al cabo de 30 seg. y se
empezo a cronometrar el tiempo simultaneamente para leer la absorbencia final A2
al cabo de 3 min frente al blanco de agua a una longitud de onda de 505 nm. Para
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la lectura se us6 un espectrofotdmetro Multiskan Go Microplate (Thermo Scientific
MR)

A,—Aq

T3

Para el blanco, se siguieron estos pasos utilizando como muestra 6 pL de
amortiguador de fosfatos, el blanco se hizo por duplicado y se calculé el promedio
de las deltas/minuto

Para determinar el porcentaje de inhibicidn se realiza el siguiente calculo:

Amue'st‘ra * 100
min
Yinhibicien = 100 — | ——F——

Con los datos se calculo: A=

Ablanco
min
Para obtener la actividad de la SOD en U/mL se extrapolaron los porcentajes de
inhibicion en la siguiente ecuacion de la recta de calibracion:

Actividad de la enzima =[1.21 + (0.01 X % inhibicion) ] x 100

Glutation peroxidasa (GPx)

Fundamento: La cuantificacion de esta enzima se basa en el método
desarrollado por Paglia y Valentine con base en la siguiente reaccion?33:

2GSH + ROOH () GSSG + ROH + H20
GSSG + NADPH + H*  (Cutaténreductasa) 2GSH + NADP*
GSH = Glutatién ROOH = hidroperéxido

GPx = Glutation peroxidasa GSSG = glutation disulfuro

La actividad de GPx se evalud por la disminucién en absorcion a 340 nm, debida
a la oxidaciéon de NADPH a NADP*.

Se empleo el estuche comercial Ransel (Randox Laboratorios Ltd, UK).
Procedimiento: Se colocaron 0.05 mL de sangre entera heparinizada en 1 mL de
solucién diluyente (proporcionada por Randox), se incubaron por 5 min. Después se
afiadi6 1 mL de reactivo de Drabkin a doble concentracion. Las muestras se
analizaron en los siguientes 20 min.

Para el ensayo, se colocaron 0.02 mL de muestra diluida, 1 mL de reactivo de
trabajo (glutation 4 mmol/L, glutation reductasa > 0.5 U/L y NADPH 0.34 mmol/L) y
0.04 mL de cumeno (hidroperéxido de cumeno 0.18 mmol/L). Se mezcld y se leyo
la absorbencia inicial al cabo de 1 min. y se empezd a cronometrar simultaneamente
para leer de nuevo después de 1y 2 min. La cinética de esta reaccion se leyo a 340
nm en un espectrofotémetro marca Multiskan Go Microplate (Thermo Scientific R),
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Calculo de la razéon SOD/GPx

La relacion SOD/GPx es un indicador del funcionamiento del sistema enzimatico,
ofrece una estimacién del desequilibrio entre las enzimas, el cual tiende a generar
un aumento de radicales libres que no puede ser cubierto por el segundo.'34

Capacidad antioxidante plasmatica total (AT)

Andlisis del estado de los antioxidantes totales: Se empled el equipo comercial
(Total antioxidant status, Randox Laboratorios Ltd, UK).

Fundamento: Se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa
(metamioglobina) con peroxido de hidrogeno y ABTS (2,2~ azido-di-
etilbenzotiazolin sulfonato) para dar como resultado la formacién del radical cation
ABTS+. Este radical presenta una coloracién verde-azulada, la presencia de
antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracion siendo ésta
proporcional a la concentracion de antioxidantes. La cinética de la reaccion se mide
a 600 nm.

HX-Fe3* + H202 — X-(Fe** = O) + H20
metamioglobina Perdxido de ferrilmioglobina
hidrogeno

ABTS + X-(Fe4+ = Q) — ABTS** + HX-Fe3*
radical verde-azulado

Procedimiento: Se tomaron con una pipeta 5 yL de plasma heparinizado y se
adicionaron 250 uL de cromogeno, después de mezclar se prosiguié a la lectura de
la absorbencia inicial A1, después de esto se adicionaron 50 pyL de sustrato, se
empezd a cronometrar para leer la absorbencia A2 al cabo de exactamente 3 min.
las lecturas se realizaron a 600 nm. El espectrofotometro usado fue Multiskan Go
Microplate (Thermo Scientific MR).

Calculo de la capacidad antioxidante residual (GAP)

Se calculd a partir de la AT en umol/L, las concentraciones de albumina y acido

urico en las mismas unidades vy los valores de AT en equivalente en Trolox (TEAC)
para albumina y acido Urico, con base en la siguiente formula:135

GAP antioxidante = AT — [(albumina x TEAC) + (acido urico x TEAC)]
El TEAC para albumina es 0.69 y para el acido urico es de 1.0
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Calculo del nivel de estrés oxidativo

Para determinar la existencia de alteraciones en los parametros y determinar
la existencia de EOx se manejan como valores de corte los siguientes, obtenidos de
una poblacion de adultos jovenes de Actopan, Hidalgo.'34

Lipoperdxidos umol/L > 0.34
SOD (UL) <170
GPx (U/L) < 5500
SOD/GPx > 0.023
CAT mmol/L <0.90
GAP umol/L <190

Para determinar si los sujetos presentan EOx, se ha obtenido un indice, el cual se
calcul6 al dicotomizar cada uno de los parametros determinados, dando el valor de
1 cuando las concentraciones estaban por arriba (en el caso de lipoperoxidos y la
razon SOD/GPx) o por debajo (todos los demas parametros) del valor de corte. Asi
el sujeto con todos los parametros alterados tiene un indice igual a 6 y EOx grave.

Para evaluar grados de EOx se aplicé el indice de estrés oxidativo (IEOx):

indice: 0 Sin EOx

indice: 1-2 EOx leve
indice: 3-4 EOx moderado
indice: 5-6 EOx grave

Y finalmente se dicotomizé el indice para clasificar a los sujetos sin estrés o con
estrés, sin estrés cuando el indice esta entre cero y dos y con estrés con valores de
tres en adelante.

Para determinar la existencia de alteraciones en los parametros y la presencia de
EOx se manejaron como valores de corte los valores obtenidos de una poblacién
de adultos jovenes de Actopan, Hidalgo:

Lipoperéxidos (umol/L) = 0.340

SOD (UL) <170
GPx (UIL) <5500
SOD/GPx >0.023
CAT (mmollL) <0.90
GAP (umollL) <190
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VIIL.3.10 Medicién de la concentracion de 8-lsoprostanos

Las mediciones se realizaron con la técnica de enzimoinmunoanalisis (EIA)
competitivo utilizando el estuche: 8-lsoprostane EIA. item No. 516351 de Cayman
Chemical Company (Ann Arbor, Michigan, EUA). La técnica se basa en la
competencia entre el 8-isoprostano libre y el 8-isoprostano-acetilcolinesterasa
(AChE) conjugado (8-isoprostano trazador) para un numero limitado de sitios de
unién del antisuero de conejo especffico para 8-isoprostanos. La concentracion del
trazador 8-isoprostano es constante mientras que la concentracion del 8-
isoprostano libre varia. Este antisuero complejo de conejo 8-isoprostano (ya sea
libre o trazador) se une al anticuerpo monoclonal del conejo IgG ratén que ha sido
unido al pozo de la placa, luego, la placa es lavada para quitar los reactivos sin unir
y después se agregar un sustrato de AChE al pozo en donde se observa el
desarrollo de un color amarillo como producto de la reaccién enzimatica, el cual se
leyé a 410 nm en el espectrofotometro Multiskan Go Microplate (Thermo Scientific
MR), la intensidad del color fue proporcional a la cantidad de 8-isoprostanos libres
presentes en el pozo. Los valores fueron expresados como pg/uL.

VIIl.3.11 Medicion del daiio al ADN

Analisis de fragmentacion del ADN

Se realiz6 usando el ensayo TUNEL.

Obtencion de leucocitos: Los tubos en donde se extrajeron las muestras
sanguineas y que contenian sangre total, se homogeneizaron y se realizd un lavado
con PBS, se centrifugaron a 300 x g por 5 minutos; estos pasos se repitieron 2
veces. Con la muestra de sangre, se recolectaron los leucocitos mediante técnica
de gradiente de densidad usando Histopaque (Ficoll, SIGMA), con la ayuda de una
centrifuga a 300 x g por 5 minutos y se repitieron los pasos para el lavado, luego se
criopreservaron las muestras (-70°C) hasta su analisis usando la técnica de TUNEL.

Procedimiento: Los leucocitos fueron descongelados para su evaluacion con el
estuche APO-BRDU (BD Pharmingen), las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 1% en PBS con pH 7.4, luego se realizaron lavados con
amortiguador de fosfatos (PBS)y centrifugados a 300 x g x 5 minutos, se desechd
el sobrenadante, posteriormente se permeabilizd la membrana célula con etanol al
70% el cual se dejo actuar por 30 minutos, para después lavar. Se aplico la enzima
desoxinucleotidil transferasa (Tdt) con el marcador de ftrifosfato de
Bromodesoxiuridina bromolado (Br-dUTP), el cual se dejé durante 12 horas con
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agitacion constante y en oscuridad, posteriormente se coloco el anticuerpo anti-
BrdU y el fluorocromo FiTC, luego las muestras fueron analizadas en un citometro
de fluo FACSAria-ll (Becton Dickinson).

Determinacion de 8-hydroxi-2’'-deoxiguanosina (8-OHdG)

La medicién de 8-OHdG se llevd a cabo con un estuche de ELISA (Wuhan
Fine Biotech Co., Ltd), el cual se basa en la deteccion por medio de una Elisa
competitiva en que el anticuerpo monoclonal 8-OHdG reacciona competitivamente
con el 8-OHdG unido a la placa y la 8-OHdG de las muestras de suero. La adicion
de la solucién de sustrato da como resultado el desarrollo de color en proporcién a
la cantidad de anticuerpo anti-8-OHdG unido a la placa. La reaccion se termind
con acido sulfurico y se midié la absorbencia a 450 nm. La concentracion de 8-
OHdG se calcula a partir de la curva estandar.

Curva estandar. Se agregd 1 mL de amortiguador de dilucién en el vial del estandar
liofilizado (etiquetado como tubo cero), se mezcld suavemente y se dejo reposar por
10 minutos. Se etiquetaron 7 tubos eppendorf de la siguiente manera: %, V4, 1/8,
116, 1/32,1/64 y blanco, a los cuales se agregaron 0.3 mL de amortiguador de
dilucién, luego al primer tubo (marcado como %2 ) se le agrego 0.3 mL de la solucién
del estandar contenido en el tubo ceroy se mezclé bien, de este tubo se transfirieron
0.3 mL al tubo siguiente (marcado como %) y se mezcld bien y asi sucesivamente
hasta llegar a la dltima dilucion (1/64). El amortiguador de dilucién fue usado como
blanco

T
] |
] |
1* P 3 4° 5* &° Blanco
Tubo cero 172 1/4 1/8 1/16 1132 1/64

Figura VIII.3.11.2.1 Preparacion de diluciones, a partir de la solucién
estandar, para determinacion de 8-OHdG
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Preparacion de la solucion de trabajo de anticuerpos marcados con biotina y
el conjugado HRP-estreptavidina (SABC):

Se agregaron 70 yL de agua purificada al vial que contenia anticuerpos marcados
con biotina, se mezclé perfectamente y luego se realizé6 una dilucién 1:100 con el
amortiguador de dilucién tomando en cuenta que cada pozo requiere de 50 pL de
ésta solucion de trabajo. Se mezclé el SABC con amortiguador de dilucién para
SABC en una relacion 1:100 y se calculd el volumen requerido tomando en cuenta
que cada pozo requirié 0.1 mL de ésta solucién de trabajo.

Ensayo: Antes de agregar los estandares, las muestras (plasma con EDTA) y el
control (blanco) a la placa provista por el estuche, se lavd 2 veces la placa con 350
ML de amortiguador de lavado en cada pozo, el cual se dejo de 1 a 2 minutos y luego
se desecho el amortiguador por inversion de la placa. Luego de los lavados, se
agregaron 50 pL de estandares, muestras y control en los pozos asignados para
cada uno, inmediatamente se agregaron 50 pL de solucion de trabajo de anticuerpos
marcados con biotina, mezclando suavemente e incubando por 45 minutos a 37°C.
Se lavo cada pozo de la placa 3 veces con amortiguador de lavado, dejandolo actuar
por 1 minuto y luego decantando el sobrenadante. Posteriormente, se agregaron
100 uL de solucién de trabajo SABC en cada pozo y se incubd por 30 minutos a
37°C, luego de ésta segunda incubacion se realizaron 5 lavados a cada pozo como
ya se describié anteriormente. Se agregaron 90 uL de sustrato TMB a cada pozo,
cubriendo la placa e incubando en obscuridad por 20 minutos a 37°C (hasta el
cambio del color en los pozos), una vez que eso ocurrid se paro la reaccion con 50
ML de solucion de paro en cada pozo e inmediatamente se leyd en un
espectrofotémetro Multiskan Go Microplate (Thermo Scientific ™) a 450 nm. Los
calculos se realizaron interpolando los resultados con la curva estandar.

VIIL.3.12 Medicion de marcadores biolégicos de Inflamacién

Proteina C reactiva (PCR):

Se uso el estuche comercial de Spin react CRP-Turbilatex 1107101L, para
PCR de alto rango, cuya determinacion es turbidimétrica. La muestra reacciona con
un anticuerpo contra PCR unido a particulas de latex. La determinacién se basa en
la formacién del complejo antigeno-anticuerpo la cual resulta en un incremento de
la turbidez el cual es medido como la cantidad de luz absorbida a 540 nm. Por
construccion de una recta con la absorbencia de las soluciones estandar, la
concentracion de la PCR enlas muestras puede ser calculada. La determinacion se
llevd a cabo en el equipo automatizado Selectra Junior (Vital Scientific, Holanda)
utiizando suero como muestra.
Se consideraron como valores elevados de PCR > 0.6 mg/dL.
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Cuantificacion de citocinas

La concentracién de citocinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6, IL-8 y TNFa) y
antiinflamatoria (IL-10) se midieron utilizando el estuche y la técnica de Cytometric
Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines estuche de BD. Las
cuantificaciones se realizaron por el método de citometria de flujo usando el
citometro BD Accuri ™ C6 Plus para la mediciény el programa FCAP Array™ v3.0
(FCAP Array, Becton, Dickinson and Company) para la conversiéon a pg/mL. Se
realizaron los siguientes pasos para su evaluacion:

1. Preparacion de los estandares. Se realizaron diluciones seriadas en el
siguiente orden 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256. En el tubo inicial se
colocaron 2 mL de soluciéon madre, luego se transfirieron 300 mL de dicha solucién
a los siguientes tubos, como se muestra en la siguiente figura.

300pL 300pL 300l 300pL 300pL 300pL 300pL

YOV N YN

20mL .

\V/

Estand Dilucié Dilucié Dilucié Dilucion Dilucion Dilucion  Dilucién Dilucién
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:356

2. Preparacion de la mezcla de perlas: Se colocaron en un tubo 5 uL de solucién

de cada perla de captura (IL-6, IL-8, IL-10 y TNFa ) para tener una solucion de todas
ellas, luego se mezclaron suavemente.

Nota: Para realizar la curva estandar, se tomé de cada tubo de dilucion 25 uL y se
coloco en un tubo eppendorf, siguiendo el mismo tratamiento que para las muestras.

3. Preparacion de las muestras. En un tubo eppendorf se colocaron 25 uL de suero
desconocido y se adicionaron 25 uL de la mezcla de perlas a cada una de las
muestras, se mezclaron suavemente. Se incubd el suero y las perlas durante 1.5
horas a temperatura ambiente y protegidas de la luz.
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4. Al término de la incubacion se realizd un primer lavado adicionando 500 uL de
amortiguador de lavado a cada tubo eppendorf y se centrifugd a 200 x g durante 5
minutos. Se aspiré cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo y se desechd,
dejando aproximadamente 50 uL de liquido en cada tubo.

5. Se adicion6 25 pL de Human Inflammatory Cytokine PE Detection Reagent
(fluorocromo) a cada tubo de ensayo, se mezcld la solucion suavemente hasta
resuspender el boton formado. Luego se llevd a cabo una segunda incubacién de
las muestras con el fluorocromo durante 1.5 horas a temperatura ambiente y
protegidas de la luz.

6. Una vez transcurrida ésta segunda incubacion, se realizd un segundo lavado
colocando 500 uL de amortiguador de lavado en cada tubo de ensayo, mezclando
suavemente y centrifugando a 200 x g durante 5 minutos.

7. Se aspird cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo y se desechd. Se
agregaron 150 uL de amortiguador de lavado a cada tubo de ensayo hasta
resuspender el boton.

8. El contenido de cada tubo se transvasé a un tubo de mayor capacidad y se
llevaron al citometro de flujo para su analisis y adquisicion de datos.

9. El andlisis de datos se realizd mediante el uso de FCAP Array software para
convertir los eventos en concentraciones de pg/mL.

VIIL.3.13. Identificacion de metabolitos secundarios por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (HPLC)

Para la extraccion, se inicié tomando el contenido de una capsula (500 mg
de polvo seco), al cual se le agregd 1 mL de metanol grado HPLC (Sigma Aldrich,
USA). Se homogeneizé la muestra en un tubo de ensayo, agitando en vortex
durante 1 minuto y se dejo reposar durante 14 dias, luego se recuperd el
sobrenadante, siendo filtrado con una membrana de 0.45 ym (Milipore, Irlanda).
Todo el sobrenadante filtrado se colocé en un vial para HPLC, Este procedimiento
se realizd por duplicado.

Las cucurbitacinas fueron analizadas en una columna Symmetry Shield C18 (4.6 x
250mm) (Waters, Espafia), por analisis isocratico, en disolventes agua: metanol:

acetonitrilo (50:30:20); con fluo de 1 ml min'; temperatura 25°C; volumen de
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inyeccidon 40 pL; la deteccidon se hizo a 235 nm y tiempo de analisis 60 minutos (se

muestra en cuadro). Se tomaron como estandares de referencia cucurbitacina E, |,
B y D (Sigma-Aldrich, USA).%

Tiempo de retencion y longitud de onda para los estandares de Cucurbitacinas

Cucurbitacina B 38.83
Cucurbitacina D 15.69
Cucurbitacina E 52.87
Cucurbitacina | 19.79

Para la deteccién tanto de acidos fendlicos como de flavonoides, se utilizd un
cromatografo de liquidos marca Agilent modelo 1100, equipado con un inyector
automatico modelo 1200 y un detector de arreglo de diodos modelo 1100. Se usé
una columna Hypersyl ODS (125 x 40 mm) Hewlett Packard. Como fase movil: a)
agua pH 2.5 con acido trifluoroacético y b) acetonitrilo. El analisis fue por gradiente:
15 a 35% B de 0.1 a min, 35% B de 20 a 25 min. La velocidad de flujo fue de 1 mL-
min -, temperatura 30°C, con flujo volumen de inyeccion: 15-20 pL; el detecto se
ajustd a: A1 254 nm, A2 280 nm, A3 330 nm, A4 365 nm a diferentes tiempos de
retencion y tiempo de analisis 25 min.

Tiempo de retencion y longitud de onda Tiempo de retencion y longitud de onda
para los estandares de acidos fendlicos para los estandares de flavonoides
A 254 nm A 254 nm
Acido protocatecuico 2.09 Rutina 2.09
Acido p-hidroxibenzoico 2.56 Morina 2.56
Acido vainillico o caféico 3.39 Quercetina 3.39
Acido b-resorcilico 4.26 2280 nm
Acido 3,5-di- 11.27 Catequina 2.43
hidroxibenzoico Hesperidina 8.25
A 280 nm Floridtzina 9.06
Acido galico 1.55 Naringenina 15.8
Acido siringico 3.00 Floretina 16.2
Acido p-cumarico 5.29 A 330 nm
A 330 nm Apigenina 17.1
Acido clorogénico 3.70 A 365nm
Acido sinaptico 5.96 Miricetina 9.1
Acido ferulico 6.10 Kaempferol 17.5
Acido rosmarico 9.27 Isorhamnetina 18.2
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Se programdé el detector para obtener los espectros de absorcién de cada uno
de los componentes de las muestras analizadas y poderlos comparar con los
espectros de los estandares. Dependiendo de los maximos de absorcion se
crearon las curvas de calibracion en las cuatro distintas longitudes de onda
programadas. Los estandares de referencia usados fueron de la marca Sigma-
Aldrich, U.

Los estandares de flavonoides fueron rutina, quercetina, florizidina, miricetina,
naringenina, floretina y apigenina. Finalmente, los resultados determinaron la
concentracion de los compuestos en base al volumen de inyeccion y
microgramos detectados. La fraccidén de terpenos se tom6 como concentracion
de referencia de 2 mg-mL- 1, siendo 40 mg-mL- ! para los flavonoides.

VIll.4 Analisis estadistico

Para realizar el analisis de los datos se empled el paquete estadistico SPSS
version 15.0 Para las variables cuantitativas se calcularon el promedio y
desviacién estandar (DE) como medidas descriptivas y para las variables
cualitativas se obtuvieron frecuencias y porcentajes.

Para la comparacion entre grupos se realizo el analisis de varianza de medidas
repetidas (ANOVA de Medidas Repetidas) con un 95% de confianza.

Se obtuvieron las proporciones de la presencia del SMet en los participantes asi
como del numero de criterios para SMet que tuvieron los grupos de estudio
antes, durante y después de la intervencién, los cuales se compararon usando
la prueba y2.

Para todas las pruebas se consider6 un valor de p<0.05 como significancia
estadistica y una tendencia cuando p<0.20.

55



,)//‘/('//r/ fZ(//U'//// :,,//r;b’/// (7/7//4/1*

IX. RESULTADOS

Al inicio del estudio, se realizé el analisis fitoquimico del contenido de
metabolitos presentes en las capsulas de 500 mg de fruto seco de Sechium
edule, que consumieron los participantes en el grupo experimental. En éste
sentido, se encontraron componentes de flavonoides, acidos fendlicos vy
cucurbitacinas (Cuadro 1X.1)

Cuadro IX.1. Contenido de metabolitos secundarios presentes en el fruto seco de
Sechium edule grupo varietal nigrum spinosum. *

Nombre del Concentracion | Desviacion
Metabolito ( pg) estandar
Flavonoides
Rutina 45.49 12.44
Quercetina 1.30 0.176
Apigenina 0.014 0.007
Miricetina 2.38 0.129
Florizina 14.26 2.28
Naringenina 48.85 7.046
Acidos fenodlicos
Acido siringico 8.7 0.034
Acido protocatecuico 3.3 1.56
Acido caféico 9.27 0.066
Acido p-hidroxibenzoico | 0.115 0.019
Acido galico 38.83 1.37
Acido p-cumarico 1.69 0.23
Acido clorogénico 1.39 0.30
Acido fertlico 7.03 0.37
Cucurbitacinas
Cucurbitacina D 6.11 0.63
Cucurbitacina B 89.94 18.15
Cucurbitacina E 154.8 3.3
Cucurbitacina | 0.71 0.26

* Analisis por duplicado independiente en HPLC.

En el cuadro IX.2 se presentan los parametros clinicos y antropométricos
de los grupos de estudio (GE y GP) antes del tratamiento, a los 3 y 6 meses
después del consumo del tratamiento. EI GE presenté una disminucion del peso
corporal con una significancia estadistica limitrofe a los 6 meses (basal, 74.0 +
11.0 vs. post. 72.0 = 11.2, p=0.05). Igualmente se observd una disminucion
estadisticamente limitrofe enla PAS a los tres meses (basal, 128.9+10.8 vs. post.
125.4+10.2, p=0.05) y 6 meses (basal, 128.9+10.8 vs. post. 121.6£10.5) y en la
PAD, a los 3 meses (basal, 84.1 + 8.7 vs. post. 78.2 + 7.9, p=0.05) y a los 6
meses (basal, 84.1+8.7 vs. post. 78.6+8.5 p<0.05) en el GE.
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Cuadro IX.2. Efecto de S. edule sobre parametros clinicos y antropométricos

Parametro Grupo Grupo Valorde p
placebo experimental
n=40 n=41
Edad (afios) 70.7£ 7.5 67.2+ 7.2 0.26
Peso (Kg)
Basal 78.3 +16.4 74.0 £ 11.0
3 meses 77.4 £15.9 72.6 £ 10.8 0.06
6 meses 77.6 £13.0 72.0 £11.2 0.05*
Kg de MG
Basal 39.2 £ 10.6 35.3+8.0
3 meses 37.6 £10.8 346 +7.9 0.22
6 mese 38.6 £ 11.1 340+ 79 0.05*
Kg de MLG
Basal 39.7 £9.8 38.8+7.8
3 meses 40.1 £8.9 38.2 +8.6 0.81
6 meses 39.9 +9.1 38.2+7.9 0.41
% de MG
Basal 48.7 £ 6.7 477 £7.5
3 meses 47.2 +6.9 475 + 8.0 0.53
6 meses 48.0 £ 6.8 47.0+7.5 0.85
% de MLG
Basal 51.2 6.7 523 +7.3
3 meses 52.8 +6.9 525+7.8 0.53
6 mese 52+ 6.8 53+ 71 0.85
MME (kg)
Basal 21.2 £6.7 19.5 +4.7
3 meses 21.0+6.8 19.3+4.9 0.52
6 meses 20.9+6.7 19.2 4.5 0.22
IMME
Basal 8.37 1.7 82714
3 meses 8.30+1.6 8.20+1.6 0.35
6 meses 8.24+1.6 8.20+1.6 0.42
Circunferencia cintura
Basal 104.2 +£14.9 104.0 £11.8
3 meses 102.9 + 13.9 104.9 £ 13.6 0.26
6 meses 101.7 £14.0 102.9 £10.2 0.18
PAS
Basal 138.8 £10.5 128.9 £10.8
3 meses 132.9 £ 12.7 125.4 +10.2 0.05*
6 meses 136.0 £12.4 121.6 £10.5 0.05*
PAD
Basal 89.5+7.3 84.1 £8.7
3 meses 86.8 £ 7.2 78.2+7.9 0.05*
6 meses 86.9 £7.5 78.6 £8.5 0.04*

Promedio + desviacion estandar, prueba de ANOVA de medidas repetidas, significancia al 95%.
Se muestran p basal vs. 3 meses y basal vs. 6 meses inter grupo. Kg: Kilogramo. MME: masa
muscular esquelética. IMME: indice de masa muscular esquelética. PAS: presion arterial
sistolica. PAD: presion arterial diastélica. MG: masa grasa. MLG: masa libre de grasa
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Respecto a los parametros bioquimicos, el GE mostrd un aumento
estadisticamente significativo en la concentracion de colesterol en las
lipoproteinas de alta densidad (HDL-Col) a los 3 meses (basal, 42.6£10.1 vs.
post. 46.0+£9.2, p=0.05) y seis meses (basal, 42.6+10.1 vs. post. 47.4 £10.7
p<0.05) y 6 meses (p<0.05) después del tratamiento. Asimismo, se encontré una
disminucion en la concentracion de HbA1c con una significancia estadistica
limitrofe a los seis meses (basal, 6.3£1.2 vs. post. 5.9+0.8, p=0.05) en el GE
(Cuadro I1X.3). (p=0.05) a los 6 meses en el GE (Cuadro 1X.3).

Cuadro IX.3. Parametros bioquimicos pre y post-tratamiento por grupo de estudio

Parametro Grupo Grupo Valor de p
placebo experimental
n=40 n=41

Glucosa (mg/dL)

Basal 113 £43 113+ 37

3 meses 123 £43 105+ 29 0.20

6 meses 118 £40 103+ 28 0.14
Colesterol Total
(mg/dL)

Basal 188 £ 39 203 +£50

3 meses 194 £ 53 206 £ 43 0.46

6 meses 183+ 44 213+ 41 0.52
Triglicéridos (mg/dL)

Basal 179 + 66 178175

3 meses 169 £ 60 168 £ 58 0.19

6 meses 172 + 67 16170 0.09
HDL-col. (mg/dL)

Basal 40.3+£10.3 426+ 10.1

3 meses 41.5+8.0 46.0 £9.2 0.05*

6 meses 40.6 £10.4 47.4 £10.7 0.04*
Acido drico (mg/dL)

Basal 49 £1.2 5.0£1.2

3 meses 50 1.3 48+1.6 0.08

6 meses 48 +1.2 50+1.3 0.10
HbA1c (%)

Basal 6.8 1.9 6.3+1.2

3 meses 6.5 +1.8 56+1.2 0.19

6 meses 6.7 £1.9 59 +0.8 0.05*

Promedio + desviacion estandar, Prueba de ANOVA de medidas repetidas, significancia al
95%. Se muestran p basal vs. 3 meses y basal vs. 6 meses inter grupo. HDL- col:.HDL-
colesterol. HbA1c: hemoglobina glicosilada.
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También se realizaron mediciones sobre marcadores del funcionamiento
renal (cuadro 1X.4) y se observo una disminucion significativa en la concentracién
sérica de urea (basal, 33.6£11.1 vs. post. 31.1£8.7, p=0.05), creatinina (basal,
0.84+0.14 vs. post. 0.73+0.23, p<0.05) y albumina en orina (basal, 9.7+4.7 vs.
post. 6.7+4.6, p<0.05) después de tres meses de tratamiento.

Cuadro IX.4 Efecto de S. edule sobre parametros de funcion renal

Parametro Grupo Grupo Valor de p
placebo experimental
n = (40) n = (41)
Urea (mg/dL)
Basal 36.6 +12.4 33.6 £11.1
3 meses 36.7 £ 14.5 311 +£87 0.05*
6 meses 35.5+£10.5 34.5 +101 0.23
Creatinina (mg/dL)
Basal 0.85+ 0.19 0.84 £0.14
3 meses 0.88 £ 0.20 0.73 £0.23 0.013*
6 meses 0.89 £0.15 0.80 £0.12 0.14
Albumina (mg/dL)
Basal 445 £0.24 4.46+ 0.29
3 meses 4.56 +0.28 4.37 +0.31 0.47
6 meses 4.51+£0.23 4.37 £0.28 0.26
Micro albumina (mg/L)
Basal 13.9 £10.7 9.7+47
3 meses 13.6 £10.7 6.7t 4.6 0.035*
6 meses 13.6 £+ 11.0 9.9+ 6.6 0.17

Promedio + desviacion estandar, Prueba de ANOVA de medidas repetidas, significancia al
95%. Se muestran p basal vs 3 meses y basal vs 6 meses inter grupo.

Se midieron también marcadores de funcionamiento hepatico, permaneciendo
sin cambio en ambos grupos de estudio después del tratamiento (cuadro [X.5).
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Cuadro IX.5 Efecto de S. edule sobre parametros de funciéon hepatica

Parametro Grupo Grupo Valor de p
placebo experimental
n = (40) n =(41)

TGO (U/L)

Basal 275+ 8.9 264 +89

3 meses 26.2+ 83 26.8 £ 9.5 0.43

6 meses 252+ 8.3 26.8 + 8.8 0.44
TGP (U/L)

Basal 27.6 £10.8 30.5+17.5

3 meses 221 £10.6 30.2 +21.8 0.22

6 meses 275 +10.8 27.7 £19.3 0.33
Bilirrubina Total
(mg/dL)

Basal 0.67 £0.37 0.60 £0.24

3 meses 0.57 £ 0.26 0.62 + 0.22 0.49

6 meses 0.54 £0.22 0.57 £ 0.21 0.55
Bilirrubina Dir. (mg/dL)

Basal 0.21 £0.14 0.22 £0.12

3 meses 0.17 £ 0.1 0.21 £0.09 0.25

6 meses 0.15 +£0.62 0.24 £0.10 0.11

Promedio + desviacion estandar, Prueba de ANOVA de medidas repetidas, significancia al
95%. Se muestran p basal vs 3 meses y basal vs 6 meses inter grupo. TGO: Transaminasa
glutamico oxalacética. TGP: Transaminasa glutamico pirtvica. Dir: directa

Respecto a los marcadores de EOx, se observd una disminuciéon
estadisticamente significativa en la concentracion de lipoperoxidos a los tres
meses (basal, 0.30+0.09 vs. post. 0.23£0.08, p<0.05) y seis meses (basal,
0.30+£0.09 vs. 0.20+0.03, p<0.05) en el GE. Igualmente se encontré6 un
incremento significativo en la actividad y de la SOD a los tres meses (basal,
181+5.4 vs. 18418.9, p<0.05) y seis meses (basal, 181+5.4 vs. 183+8.8, p<0.05).
También se encontré un incremento en la concentracion de AT a los tres meses
(basal, 1.1£0.17 vs. 1.2+0.15, p<0.05) y seis meses (basal, 1.1£0.17 vs.
1.3+£0.15, p<0.05), en congruencia con una disminucién del IEOx en el GE a los
seis meses (basal, 1.76+£0.9 vs. 1.45+1.1, p<0.05) (Cuadro IX.6).

Asimismo, se observd una disminucion en la concentracion de 8-
isoprostanos con una significancia estadistica limitrofe (basal, 347.7+20.0 vs.
post. 239.3+15.3, p=0.05) aunada a wuna disminucion estadisticamente
significativa de 8-OHdG (basal, 30£2.1 vs. post. 20.5+1.5, p<0.01) a los seis
meses en el GE (basal, 30 £ 2.1 vs. post. 20.5 + 1.5, p<0.01) (Cuadro IX.7).
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Cuadro IX.6. Efecto de S. edule sobre marcadores de estrés oxidativo

Parametro Grupo Grupo Valor de p
placebo experimental
n =40 n=41
Lipoperéxidos (umol/L)
Basal 0.22 £ 0.04 0.30 £0.09
3 meses 0.21 +0.06 0.23 £0.08 0.013*
6 meses 0.21 £0.03 0.20 £ 0.03 0.011*
SOD (U/mL)
Basal 170+ 13.3 181 +5.4
3 meses 181+ 12.4 184 £ 8.9 0.01*
6 meses 162+ 15.2 183+ 8.8 0.03*
GPx (U/L)
Basal 6896 + 2235 5759 + 1838
3 meses 6097 + 1318 7051 £ 2131 0.16
6 meses 4178 + 1311 6997 + 3839 0.09
AT (mmol/L)
Basal 1.3£0.23 1.1+0.17
3 meses 1.1 +£0.21 1.2+ 0.15 0.04*
6 meses 1.2 +0.15 1.3+£0.15 0.015*
SOD/GPx
Basal 0.0.27 £0.009 0.032 £0.005
3 meses 0.031 £0.007 0.031 +0.007 0.21
6 meses 0.031 £0.011 0.034 £ 0.007 0.64
GAP
Basal 525 + 171 356 + 169
3 meses 270 £ 194 306 + 222 0.034*
6 meses 569 £ 213 461 + 240 0.01*
indice de estrés oxidativo
Basal 1.68 £ 0.7 1.76 £ 0.9
3 meses 1.80 £ 1.1 1.59£1.3 0.06*
6 meses 2.36 £1.1 1.45+11 0.01*

Promedio + desviacion estandar, Prueba de ANOVA de medidas repetidas,
significancia al 95%. Se muestran p basal vs 3 meses y basal vs 6 meses inter
grupo. SOD: Superoéxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa; AT: antioxidantes

totales.
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Cuadro IX.7. Efecto de S edule sobre 8-Isoprostanos y 8-OHgG

Parametro Grupo Grupo Valor de p
placebo experimental
n=40 n=41
8-isoprostanos (pg/uL)
Basal 300.6 £23.3 347.7 £20.0
3 meses 200.2+245 2924 +21.8 0.09
6 meses 318.2+18.7 239.3+15.3 0.05*
8-OHdG (ng/mL)
Basal 31.1+£1.6 30+ 21
3 meses 208 +1.6 24+ 1.7 0.09
6 meses 31.5+14 205+1.5 0.001*

Promedio * desviacion estandar, Prueba de ANOVA de medidas repetidas, significancia
al 95%. 8-OHdG: 8-hidroxydeoxiguanosina.

Se analizd la fragmentacion del ADN en los grupos de estudio durante la
investigacion y se observd que a los 3 meses de intervencion disminuye la
fragmentacién del ADN en el grupo experimental, aunque la diferencia no fue
estadisticamente significativa (basal, 51.5£18.4 vs. post. 28.7t 24.8, p>0.05)
(Figura IX.1).

Fragmentacion del ADN por grupo de estudio

=z
5 51.5 55.3
— 60 %
S

50
35 10 28.7
7
c 30
£
< 20
©
& 10
X

0

Activo Placebo
Grupos de estudio
m % de fragmentacion Basal % de fragmentacion 3 meses

Figura IX.1 Efecto de S. edule sobre la fragmentacion de ADN, basal y 3 meses de
tratamiento (n=10 en cada grupo). El porcentaje de fragmentacién del ADN en el GE
mostré una disminucion (basal 51.5 + 18.4 vs. post. 28.7+ 24.8). En contraste el GP se
encontré un incremento (basal 38.8 £ 28.2 vs. 55.2 £12.5). Prueba ANOVA de medidas
repetidas (p<0.05).

62




,7(;('//// @//{/7’//{ s/l/r;a/r/ (7//7/////(*

Los marcadores de inflamacién cronica revelaron un aumento estadisticamente
significativo en el GE en la concentracién sanguinea de IL-10 a los seis meses
(basal, 2.2+0.5 vs. post. 4.1+£0.4, p<0.05) y limitrofe en IL-6 (basal, 6.4+0.9 vs.

11.1£0.6, p=0.05), los demas marcadores no mostraron cambios significativos
(Cuadro 1X.8).

Cuadro IX.8. Efecto de S. edule sobre marcadores de inflamacioén crénica

Parametro Grupo Grupo Valor de p
placebo experimental
n=40 n=41
IL-12p70 (pg/dL)
Pre intervencion 43+£0.3 28+ 0.3
3 mes intervenciéon 47+04 41+£0.3 0.18
6 mes intervencion 49+0.3 41+0.3 0.20
TNF-a (pg/dL)
Pre intervencion 47+04 4304
3 mes intervencion 46+£0.3 44+04 0.19
6 mes intervencién 47+0.3 4604 0.22
IL-10 (pg/dL)
Pre intervencion 3.5£0.3 22+05
3 mes intervenciéon 1.9+£0.2 3.8+£04 0.05*
6 mes intervencion 29204 41+04 0.04*
IL-6 (pg/dL)
Pre intervencion 8.6+04 6.4+£0.9
3 mes intervencién 6.1£04 7.7+0.6 0.09
6 mes intervencion 82+04 11.1+£0.6 0.05*
IL-1B (pg/dL)
Pre intervencion 9.9+0.5 8.6+0.4
3 mes intervenciéon 10.3+0.3 9.6+£0.4 0.76
6 mes intervencion 11.4+0.3 10.2+0.5 0.46
IL-8 (pg/dL)
Pre intervencion 14.2+0.3 13.5+0.4
3 mes intervencion 18.1£0.4 148+ 0.5 0.8
6 mes intervencion 18.9+0.4 16.5+£ 0.4 0.59
PCR (mg/dL)
Pre intervencion 0.52+0.08 0.60+0.09
3 mes intervencion 0.52+0.12 0.53+£0.01 0.5
6 mes intervencion 0.46 £ 0.08 0.52+0.05 0.5

Promedio + desviacion estandar, Prueba de ANOVA de medidas repetidas, significancia al
95%. IL: Interleucina; TNF- a: Factor de necrosis tumoral a; PCR: Proteina C reactiva.
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Respecto al efecto de Sechium edule sobre el control clinico del SMet, se
observo una reversidon del SMet en el GE, el cambio de la proporcion de sujetos
sin SMet fue estadisticamente significativa tanto a los 3 meses (GE, 30% vs. GP,
13%, p<0.05) y mostré6 un mayor incremento a los 6 meses (GE, 56%, vs.

GP13%, p<0.05) (Cuadro 1X.9).

Cuadro IX.9. Efecto de S. edule sobre el control del sindrome metabdlico

Grupo Grupo

placebo experimental

n =40(%) n=41(%

Con Sin Con Sin
SMet SMet SMet SMet

Basal 40 (100) 0 (0) 41(100) 0(0)
3 meses 35(87) 5(13) 29(70) 12(30)*
6 meses 35 (87) 5(13) 18 (44) 23 (56)*

Se muestran proporciones, Prueba Ji 2, significancia al 95%, *p <0.05.
SMet: Sindrome metabdlico

Cuadro IX.10. Efecto de S. edule sobre el nimero de criterios de sindrome
metabdlico

Grupo placebo Grupo experimental
# de Basal 3 meses 6 meses Basal 3 meses 6 meses
criterios n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
0 0 0 0 0 0 1(2)*
1 0 0 0 0 4(10)* 5(12)
2 0 5(13) 5(13) 0 8(20) * 17(42)*
3 14 (35) 13(32) 17(42) 20(49) 14(34) 15(37) *
4 24 (60) 20 (50) 16(40) 14(34) 14(34) 3(7)
5 2 (5) 2 (5) 2 (5) 7(17) 1(2) 0
Total 40 40 40 41 41 41

Prueba Ji 2. p<0.05. Si presenta 3 o mas criterios, tiene sindrome metabdlico.
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X. DISCUSION

En México la prevalencia de personas con SMet es superior al 50%, y se

ha proyectado que mas del 7% desarrollara DM2 en los préximos 10 afios y mas
del 11% enfermedades cardiovasculares, lo cual se asocia a malos habitos
alimenticios, factores genéticos y estilos de vida.'2 El SMet se ha vinculado con
varias enfermedades cronicas de alta prevalencia en la vejez como el cancer,
enfermedad de Alzheimer, artritis, DM2 y enfermedades cardiovasculares, entre
otras. Asi mismo, el EOx es una de las alteraciones bioquimicas relacionadas
con la etiologia y complicaciones tanto del SMet como de las enfermedades ya
mencionadas.!4.17.36:40
La evidencia cientifica ha demostrado que la actividad fisica regular y el consumo
de una dieta saludable, son las estrategias mas eficaces para prevenir el
desarrollo de ECNT y el SMet, asimismo permiten mitigar los sintomas vy
disminuir el riesgo de complicaciones.
Eventualmente, la dieta saludable contribuye al tratamiento farmacologico, y
potencialmente podria sustituirlo. Asimismo, el consumo crénico de farmacos
constituye un riesgo de efectos secundarios y muchas veces se convierte en una
carga financiera importante para los pacientes. Dado que el SMet es una
condicion multifactorial, el abordaje terapéutico farmacoldgico requiere el uso de
multiples medicamentos para controlar las anomalias o desequilibrios
metabdlicos que van desde la hipertension, la hipercolesterolemia, dislipidemia,
hiperglucemia hasta la obesidad, por lo que los efectos secundarios se
multiplican debido a la polifarmacia. Un estilo de vida saludable (especialmente
la dieta saludable) podria ser capaz de prevenir o incluso, controlar algunas de
disfunciones metabodlicas, lo cual seria una ventaja en estos pacientes.'36

Algunos estudios han demostrado que consumir frutos y vegetales que
nutricionalmente se distinguen por su alto contenido de compuestos fendlicos,
tiene el potencial de coadyuvar con el manejo de varias anomalias metabdlicas
relacionadas con el SMet.'37 En éste sentido, se ha reportado que Sechium edule
(Chayote) contiene varios compuestos bioactivos como alcaloides, saponinas,
peroxidasas, acidos fendlicos, flavonoides, carotenoides, cucurbitacinas,
fitoesteroles, entre otros,’3813 ademas de  altas concentraciones de
antioxidantes por lo que se le han atribuido propiedades farmacoldgicas con
propiedades hipotensoras, antiinflamatorias, hipoglucemiantes, antioxidantes asi
como de inhibidor de la lipogénesis.*4140.141 Por tal motivo, el propdsito del
presente estudio fue determinar el efecto del consumo del fruto seco de Sechium
edule var, nigrum espinosum sobre los marcadores de EOx, inflamacion crénica
y dafo al ADN en adultos mayores con SMet, considerando que esta condicién
metabdlica es un factor que contribuye a los procesos del EOx e inflammaging
inherentes al envejecimiento y por lo tanto mayor riesgo para para presentar
ECNT.
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En el presente estudio se observd que el consumo de Sechium edule en
pacientes con SMet induce una disminucion en el peso corporal y masa grasa
después de seis meses del tratamiento con significancia estadistica limitrofe,
estos datos coinciden y confirman resultados previos de nuestro grupo de
trabajo, en los que se observo el mismo efecto con la misma dosis a los tres
meses de tratamiento.’#? Estos hallazgos sugieren que existe un efecto lipolitico
que se mantiene a largo plazo; esto puede explicarse considerando el alto
contenido de fibra insoluble como celulosa, lignina y hemicelulosa presente en
Sechium edule, la cual tiene un efecto directo sobre el proceso digestivo,
asimismo se ha sefialado que el consumo elevado de fibra reduce el riesgo de
obesidad, hipertension y DM2.140.142 Sin embargo, no se observd un efecto
sobre la masa magra (muscular), debido probablemente al tiempo de
intervencion, ya que se han reportado como posibles mecanismos subyacentes
a la pérdida de masa muscular (sarcopenia), el estrés oxidativo y la elevacién de
citocinas inflamatorias.’*® Es por ello que, se infiere que si se mantiene la
disminucion del estrés oxidativo y el proceso inflamatorio crénico, el consumo
del extracto de chayote podria ser una alternativa para prevenir o retardar la
sarcopenia.

Con relacién a la presion arterial, en nuestro estudio se observd una
disminucion de la PASy PAD a los tres meses del tratamiento la cual se mantiene
hasta los seis meses, este hallazgo coincide con lo informado en otros estudios
in vivo en donde se observd un efecto hipotensor y vasodilatador luego del
tratamiento. El efecto se atribuye a la alta concentracién de polifenoles que
contiene Sechium edule, puesto que se ha demostrado que estos compuestos
actian en el sistema renina-angiotensina a través de la modulacion del
calcio#4145 Existe otro mecanismo el cual sefiala a los flavonoides como la
quercetina que actua sobre los transportadores de iones que regulan la
concentracion citosolica de Cl-a través de la activacion del cotransportador 1-
Na*-K*-2CI- (NKCC1), que controla la accién antihipertensiva.'#6.147 Dados los
resultados y los mecanismos mencionados podemos sugerir que el consumo de
Sechium edule tuvo un efecto hipotensor en los pacientes, el cual permanecid
durante el tiempo de tratamiento.

Respecto al efecto hipoglucemiante de Sechium edule, en este estudio se
encontr6 una disminucién del porcentaje de HbA1c a los seis meses del
tratamiento, lo que coincide con lo informado previamente por nuestro grupo de
investigacion' y puede explicarse por el aumento de la liberacion de insulina al
modificar el metabolismo del calcio en las células de los islotes de Langerhans,
efecto que se atribuye a flavonoides como la epicatequina, quercetina,
apigenina, 2-vicenina y 7-O rutindésido presentes en altas concentraciones en
Sechium edule. Asimismo, se ha demostrado que los polifenoles, antocianinas y
la proteina vegetal que contiene Sechium edule, tienen un efecto inhibidor sobre
la expresién de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), que es reguladora
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negativa de la via de senalizacion de la insulina, cuya inhibicidn resulta en un
aumento de la sensibilidad a la insulina, lo que se manifiesta como un efecto
hipoglucemiante.%7:122.148-152 Eg por esto, y de acuerdo con nuestros hallazgos, el
consumo de Sechium edule puede ser considerado como un tratamiento
complementario para el control de DM2, debido a su efecto sobre la sensibilidad
de la insulina, en la DM2 y obesidad.140.149

En cuanto al perfil de lipidos, observamos un aumento estadisticamente
significativo de HDL-colesterol en el GE a los tres y seis meses de tratamiento,
en comparacién con el GP. Lo anterior coincide con otros estudios en donde se
observd este mismo efecto,’#0.193 el cual es de utilidad clinica en la prevencion
y el control de las enfermedades cardiovasculares.'™ En este sentido, respecto
a los posibles mecanismos implicados, se ha demostrado que los alimentos ricos
en polifenoles tienen propiedades antiateroscleréticas al prevenir la acumulacion
de colesterol en los macréfagos presentes en las placas ateroscleréticas,
suprimiendo la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad y regulando la
captacion y salida del colesterol.’> Ademas, se ha informado que los polifenoles
pueden proteger de enfermedades cardiovasculares a través de efectos
antiplaquetarios, antiinflamatorios y antioxidantes, ya que son capaces de
aumentar los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y mejorar las
funciones endoteliales.?®:1%°

Al evaluar los marcadores de funcidén renal, se observd una disminucion
significativa de la concentracion sérica de urea y creatinina, asi como de la micro
albumina en orina a los tres meses de tratamiento en el GE. Estos resultados
concuerdan con lo demostrado en otros estudios tanto pre clinicos como clinicos,
en donde después del tratamiento con Sechium edule se observa una
disminucion significativa de estos marcadores de funcién renal en suero40.153 |g
cual es acompafiada de una mejoria en la histologia renal tubular y de los
glomérulos luego del tratamiento como han revelado los estudios pre clinicos.'5%
Estos resultados sugieren que los activos presentes en el chayote mejoran el
aclaramiento renal, lo cual es clinicamente relevante debido a que se ha
demostrado que las alteraciones metabdlicas presentes en el SMet y sus
complicaciones estan asociadas con dafio renal y el EOx. En ese sentido, se ha
reportado que la administracion de flavonoides disminuye el EOx, por lo que
podemos suponer que las moléculas presentes en dicho fruto actian de manera
sinérgica, lo que resulta en un efecto de proteccion renal, lo anterior podria
considerarse como una alternativa complementaria para la prevencién o como
terapia en el dafo renal. 140.153,157,158

Por otro lado, en estudios pre clinicos, se ha encontrado un efecto
hepatoprotector de Sechium edule pues se ha reportado una disminucion de las
enzimas hepaticas (AST y ALT) después de la administracién de un extracto
etandlico en ratones; en este mismo estudio, se observd que no hubo
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alteraciones en los indicadores de dafio hepatico en los ratones sanos sometidos
al mismo tratamiento.’®® Al respecto, en nuestro estudio no se observaron
cambios en los marcadores de funcidon hepatica en los participantes, lo que
demuestra que en esta poblacién el consumo de Sechium edule no modifico el
funcionamiento hepatico, lo cual lo coloca como una terapia inocua en AM con
SMet. Lo anterior, concuerda con lo reportado respecto a que la DLso de Sechium
edule var nigrum espinosum es mayor a 5,000mg/kg en ratones machos y
hembras. -

En lo que se refiere a los marcadores de EOx, encontramos una
disminucion estadisticamente significativa de la concentracion plasmatica de
lipoperoxidos y 8-isoprostanos a los tres meses y que permanece hasta los seis
meses, lo que implica una disminucién en el dafio oxidativo de los lipidos. Esto
concuerda con lo reportado anteriormente por nuestro grupo de investigacion
puesto que se observd una disminucion de lipoperdxidos en pacientes con SMet
luego del consumo de Sechium edule en polvo durante seis semanas y tres
meses de tratamiento. 140153 Este efecto se atribuye a la gran cantidad de
moléculas antioxidantes presentes en Sechium edule como son los polifenoles
(acido cumarico, vaniico, galico y caféico) y flavonoides (principalmente
naringenina, floretina, florizina y apigenina)'6?

El efecto antioxidante de los flavonoides ha sido ampliamente estudiado y se ha
demostrado que la naringenina, una molécula abundante en Sechium edule,
presenta mas de un mecanismo de accion antioxidante, se ha demostrado que
es capaz de transferir un atomo de hidrégeno de sus grupos OH directamente a
los RL para estabilizar la molécula y evitar propagacion del dafio; asimismo, el
grupo 5,7-dihidroxi del anillo A de la naringenina aumenta la estabilidad de los
RL por via resonancia electronica; otro mecanismo de accién de este compuesto
es anivel celular ya que se acumula en la bicapalipidica de la membrana celular,
lo que reduce la peroxidacion lipidica y permite mantener la funcionalidad de la
membrana.33.161

Debidoa la alta cantidad de compuestos bioactivos presentes en Sechium edule,
suponemos que en conjunto tienen un efecto sinérgico que se manifiesta con la
disminucion significativa en los marcadores de oxidacién lipidica.

En este sentido, es importante resaltar que nuestros resultados, también hacen
evidente una disminucion significativa de la concentracion de 8-OHdG en el GE
luego del tratamiento. La 8-OHdG es un derivado oxidado de la base de guanina,
Su generacion es una de las lesiones mas comunes inducidas por RL a nivel de
ADN y es muy estudiada debido a su relacion con la carcinogénesis,
enfermedades cardiovasculares, entre otras, 192163 gunque éstas lesiones se
reparan continuamente, la acumulacion de bases dafadas puede exacerbar
enfermedades degenerativas, ademas de que se ha reportado que se
encuentran relacionadas con la edad;'®* de ahi la relevancia de este hallazgo.
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En cuanto a los componentes del sistema antioxidante, nuestros resultados
mostraron un aumento significativo de la actividad enzimatica de SOD, de la
capacidad antioxidante total sérica y de GAP a los tres y seis meses del
tratamiento con Sechium edule. Estos resultados coinciden con lo reportado
previamente por nuestro grupo de trabajo en donde se han observado un
aumento de estos marcadores de actividad antioxidante luego de seis semanas
y tres meses del consumo del polvo de Sechium edule en AM con SMet.140.153
Estos resultados son consistentes con el efecto observado sobre la oxidacion de
los lipidos y dafio al ADN ya que observamos una disminucion en los marcadores
de oxidacién y un aumento en los componentes del sistema antioxidante,
adicionalmente, esto concuerda con la disminucién significativa de IEOx que nos
muestra de manera integral el comportamiento del sistema oxidante/antioxidante
de los pacientes.

Este efecto puede explicarse debido a que Sechium edule tiene un alto contenido
de flavonoides y compuestos bioactivos, el efecto antioxidante de los extractos
de Sechium edule ha sido ampliamente demostrado y algunos de los
mecanismos han sido dilucidados, como se menciond, la capacidad antioxidante
es a nivel intra y extracelular para prevenir o frenar reacciones de oxidacion
relacionadas con la generacion de RL mas potentes como el radical hidroxilo
(reacciones de Fenton), o bien, actua en la bicapa lipidica celular, favoreciendo
el mantenimiento de la rigidez de la membrana, lo que reduce la peroxidacion
lipidica celular y el posible dafio posterior a otras biomoléculas. 33.96.161,165-167
Estos resultados sugieren que los compuestos bioactivos presentes en Sechium
edule son capaces de modular el equilibrio de oxidantes y antioxidantes,
llevandolo a un estado menos oxidado.33140.153 | o anterior, respalda las
recomendaciones del consumo de alimentos ricos en antioxidantes como lo es
Sechium edule como coadyuvante en el control de EOx en adultos mayores con
SMet y otras enfermedades cronicas como la DM2.

Respecto a los marcadores de inflamacion, encontramos un aumento
significativo de IL-6 e IL-10 en el GE. La IL 10 tiene un papel antiinflamatorio y
la IL-6 posee actividad proinflamatoria y antiinflamatoria. Este hallazgo ha sido
informado anteriormente por nuestro grupo de investigacion'%3.160 |os resultados
pueden deberse a la capacidad que tienen los flavonoides para bloquear
moléculas clave en procesos inflamatorios y protrombéticos como el factor
nuclear kB (NF«B), asi como la actividad reguladora de los polifenoles sobre la
sefalizacion de factores de transcripcion proinflamatorios STAT y la modulacion
de las vias de la MAPK y &cido araquidénico.145.168
Asimismo, se ha reportado que la IL-6 tiene un efecto modulador del sistema
inmunoldgico y se le atribuye un papel mediador de los procesos metabdlicos
ligados a la resistencia a la insulina debido a una mayor sensibilidad'®®, por lo
tanto, el incremento de la produccion de IL-6 mostrado en este estudio es
relevante ya que, puede contribuir en la regulaciéon de la homedstasis, el
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transporte de la glucosa y de los lipidos.'7%-172 | o anterior, es consistente con el
efecto hipoglucemiante y la disminucion de la masa grasa observada en el GE.
Los acidos fendlicos pueden suprimir la expresion de genes del receptor tipo toll
(TLR) y proinflamatorios, su actividad antioxidante y su capacidad para inhibir las
enzimas involucradas en la produccion de eicosanoides (moléculas de
caracter lipidico originadas de la oxidacion de los acidos grasos esenciales)
también contribuyen con sus propiedades antiinflamatorias. Inhiben ciertas
enzimas involucradas en la produccién de ROS de especies reactivas de oxigeno
como la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa (NOX), mientras que regulan al
alza otras enzimas antioxidantes endoégenas como la SOD, la catalasa y la
GPx. Ademas, inhiben la fosfolipasa A2 (PLAZ2), la ciclooxigenasa (COX) y la
lipoxigenasa (LOX), lo que conduce a una reduccion de la produccién de
prostaglandinas (PG) y leucotrienos (LT) y al antagonismo de la inflamacion. Los
efectos de estos compuestos bioldgicamente activos sobre el sistema
inmunitario estan asociados con beneficios de salud para diferentes
enfermedades inflamatorias crénicas.68

Los estudios de extractos y compuestos de plantas muestran que los polifenoles
pueden desempefiar un papel benéfico en la prevencion y el progreso de
enfermedades cronicas relacionadas con la inflamacién, como la DM, la
obesidad, la neurodegeneracion, el cancer y las enfermedades
cardiovasculares.'®® Otras moléculas contenidas en el chayote y que se ha
reportado que tienen un efecto sobre la respuesta inmunitaria, son las
cucurbitacinas B y E, éstas desempefian un papel activo en el desarrollo de la
inmunidad innata y adaptativa, los mecanismos atribuidos son la inhibicion de
COX-2 'y NOS reduccion del EOx, supresion de citocinas proinflamatorias y
modulaciéon de proteinas de inmunidad adquirida. Es por ello que las
cucurbitacinas son moléculas promisorias en la busqueda de innovacién
terapéutica por su versatilidad en la modulacién de la respuesta inmune.'%”

En nuestro estudio, no se observaron cambios significativos en el resto del perfil
de citocinas en ninguno de los grupos de estudio, posiblemente debido al tiempo
que durd la intervencion.

Finalmente, cuando se evalu6 el control del SMet, se encontr6 una
disminucion significativa en el numero de criterios para el diagndstico de SMet
en el GE tanto a los tres meses como a los seis meses de tratamiento de manera
gradual, lo cual no se observd en el GP. Lo anterior es consistente con los
resultados obtenidos sobre la incidencia del SMet en los participantes del GE, ya
que, tanto a los tres como a los seis meses de tratamiento, se redujo el nimero
y proporcion de pacientes con SMet, lo cual coincide con la reduccion cuantitativa
observada en los parametros utilizados para el diagnostico. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en un estudio previo 4% y en lo reportado en la
literatura en donde se propone la reversion del SMet tras el consumo de
polifenoles, acidos grasos, acidos fendlicos y otras moléculas antioxidantes.!36
Lo anterior se debe a la disminucion los niveles de algunos, parametros de
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diagndstico como la glucosa, tension arterial, aumento de HDL-colesterol, etcy
una vez revirtiendo uno o dos criterios, varios pacientes que consumieron
Sechium edule dejaron de tener al menos tres criterios de diagndstico para SMet.

Cabe sefialar que la aparicion de SMet esta estrechamente relacionada con la
disfuncion mitocondrial inducida por el EOx, la acumulacién de grasa ectopicay
el deterioro del sistema antioxidante, lo que a su vez agrava aun mas el
desequilibrio oxidante intracelular y la respuesta inflamatoria. Como
componentes antiinflamatorios y antioxidantes enriquecidos en las plantas y
frutas, los polifenoles naturales tienen efectos benéficos, entre los que destacan
disminuir la acumulacion de grasa en el higado y la dislipidemia, reduciendo la
presion arterial. Por lo tanto, es plausible la utilidad del consumo de polifenoles
en la prevencion y el manejo de SMet. En la actualidad, los estudios
epidemioldgicos indican que existe una correlacion negativa entre la ingesta de
polifenoles y la incidencia de SMet. 136137

Por todo lo expuesto y los resultados obtenidos en este estudio, nuestros
hallazgos apoyan la propuesta de que el consumo del concentrado de Sechium
edule podria considerarse como un coadyuvante en el tratamiento convencional
del control del SMet, también podria ser una terapia coadyuvante para lograr la
reversion de este sindrome, asi como en su prevencion.
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XIl. CONCLUSIONES
Hipoétesis:

Considerando las evidencias cientificas que demuestran que el extracto
de Sechium edule tiene alto contenido de compuestos bioactivos con actividad
antioxidante y aniinflamatoria, suponemos que la administracion de concentrado
de fruto seco en polvo de Sechium edule tendra un efecto antioxidante,

antiinflamatorio y protector para el dafio al ADN estadisticamente significativo en
adultos mayores con sindrome metabdlico.

Conclusiones:

Nuestro hallazgos demuestran que el consumo de 1,500 mg/dia de concentrado
en polvo de fruto seco de Sechium edule tiene un efecto significativo
antioxidante, antiinflamatorio y protector de dafo al ADN, ademas de
propiedades hipoglucemiantes e hipotensoras en adultos mayores con sindrome
metabdlico, debido al efecto sinérgico de los compuestos bioactivos que
contiene. También se observd que promueve una mejora del funcionamiento
renal mientras que no afecta funcionamiento hepatico, por lo cual, puede
proponerse como una alternativa inocua coadyuvante en el tratamiento del SMet
en AM

XIl. PERSPECTIVAS

® Incrementar el tamafio de la muestra, asi como llevar a cabo estudios a
diferentes dosis por tiempo prolongado, para verificar el mantenimiento del
efecto terapéutico.
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XIV. ANEXOS
CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

EFECTO DEL CONSUMO DE Sechium Edule EN LA SALUD DE ADULTOS MAYORES
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Antecedente

El chayote es ampliamente consumido en nuestro pais y existen investigaciones
que demuestran que contiene compuestos como los (-carotenos, flavonoides vy
otros con propiedades antioxidantes, hipoglucemiantes, hipotensoras,
cardioprotectoras y anti inflamatorias.

El consumo regular del polvo de chayote puede beneficiar a los adultos que lo
consuman ayudando a mejorar su salud y coadyuvando con el tratamiento de
algunas enfermedades como diabetes, hipertension y obesidad.

Objetivo

Conocer el efecto del consumo de Sechium edule (Chayote) en la salud de
adultos mayores.

Condiciones para ingresar al estudio

= Edad 60 - 74 afios

= Sindistincién del sexo.

= Clinicamente sanos o con enfermedades crénico-degenerativas controladas.
=  Compromiso de tomar 3 capsulas de 500mg Chayote durante 6 meses.

= Firmar o poner la huella digital en la carta de consentimiento informado.

Riesgos

No existe ningun riesgo para su salud, las tomas de muestras sanguineas seran
llevadas a cabo por personal experimentado con material nuevo y desechable.

Beneficios
Las pruebas no tendran ningun costo y los resultados de glucosa, perfil lipidico,
biometria hematica y de la evaluacién gerontolégica integral se les entregaran a
los participantes para el control y vigilancia de su estado de salud.

83



Tiricde Saurita - rista ('//7/(/1/(‘

Confidencialidad
Toda la informacién obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que

solo se le proporcionara al participante y a su meédico tratante.

Preguntas

Toda duda que tengan los participantes durante el tiempo que de la investigacion,
la podran consultar con su médico tratante y con los integrantes de la Unidad de
Investigacion en Gerontologia.

Derecho a rehusar
La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Asi
mismo, puede decidir abandonar el estudio en el momento que usted lo considere

conveniente.
CONSENTIMIENTO

DECLARO QUE HE LEIDO O ME HAN LEIDO EN PRESENCIA DE UN FAMILIAR
RESPONSABLE EL CONTENIDO DEL PRESENTE DOCUMENTO, COMPRENDO
LOS COMPROMISOS QUE ASUMO Y LOS ACEPTO EXPRESAMENTE. POR
ELLO, MANIFESTO MI DESEO DE PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION CON
TITULO: “EFECTO DEL CONSUMO DE Sechium Edule EN LA SALUD DE
ADULTOS MAYORES” Y FIRMO VOLUNTARIAMENTE ESTE
CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos.

Nombre y firma del
participante
Nombre y firma de un familiar
(testigo):
Nombre y firma del investigador: M en C. Taide Arista Ugalde

México, D.F. a de del2019.

En caso de no saber leer y escribir poner huella digital en el

cuadro después de haberle leido el documento al participante

en presencia del testigo.
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ki 10 s o homd il oremon Wcre e, ik
Pl kD & it Stk of malocharedal

frag rmlalon i primasy humn ol coukd ba il o
wlucid ke this affects of aging on skalial s
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Antioxmidant Effect of Srchinm sdule (Chaypote)
Supplement Intake iz Older Adules with
Metnbaolic Syndrome

Tatde Arizea Upslde’, Edslromn Samtiage-Osomed, Albario
\immy-GI:m Jorge Cadomoy-Tti poor”, Victor Mxml

Ui dind Mancioninl Ao abnaria ca koo,
Misice, *Cobgio &a Posigridusdos, Mo
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study was carried out in a sample of 80 older adulls with
diagnasis of MetS according to the HCEPYATP 11 criteria.
Tha subjjects wer randomly assigned inlo two groups:
placeba group (PG) n=30, and experimantal group (EG)
n=1], both EG and PG intook threa 500 myg capsulesiday
af Sachivm adule o placebo (one before sach meal) for six
months. We measured thiobarbilunc acid reactive species
(TBARS), total antioxidant skaius (TAS), bafore and afier
traatmant in addition o the biochemical markcers of

Mal3. Results. A stafstically significant increase was found
in TAS (basaline 1.0 £ 0L17 vs. posl-ireatment 1.3 £ 015
mmal /L, p <0.05), in addition to a decrease of TBARS
(bassaline 0.31 £ 0.11 vs. post-treatment 0.23 £ 0,09 pmal /
L, p=0.05) in tha EG compansd 1o the PG thal did nod show
significant changes. Concusions. Cur findings suggest that
tha consumption of Saciium adite supplamant has an
antioxidant sffect in cider adulis with Met3.

doiz hitpes Sidol.org 10,1016 reeradolomed.2020.10.263
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Mitofosin 1 Regulate: Platelet Function and is
Associated with Age-related Thrombosis

Andrea Braganza Jardini, Gowtham
Armarapu, Christopher Feyes, Kathering Wead, Srof Shiva

Universily of Pittshurgh, LLSA

Aging increases tha risk of deadly cardiovasoular thrombolic
dissases such as stroke, deep vain thrombosis and
myocardial infarction. Platelsl activafion and aggregation
lsad Lo thrombus formation and increase with age. Plabslets
oontain fully funcional mitochondria that regulste plateled
fundlion through the production of ATP and reactive caygen
specias (mIROSE). Recant data from our lab demonsiraies
thasl platelet biosnempetics are altarad with age. However, the
machanisms underlying age-assaciabed plaislal
mitochandrial alierations and thair role in regulating plataled
activation remain undear. Wa obsarved that plaislets
solated from healthy older human subjects show altened
mitochondrial bioenargefios associated with increased
miROE producion compared to platelets from young
subjects. Notably, we found that the espression of mitofusin
1 (MFM1), a pratein catalyst of milochondrial fusion,
decraasas significandy in human platelets with age. Hem we
hypathesize that MFN1 regulates plabelst mitochon drial
funclion and loss of MFN1 stimulates Shrombolic adivation.
'Wa show thal in wildtyps mice, plalslst MFN1 exgpression
decraasas with age (similar o humans) and older widiype
mice [ 1.5 yaar] have an increassd propansity for dol
formafion in a ferdc chloride (FeChlmodel of vascular injury.
Ta specfically lesl $ia role of MFN1 in plalslal funclion, we
devaloped a noval plalsiel-spacific MFM1T knockout (MFM1
K0 mousa. Thesa mice showed no changs in plalelet
numiber companad 1o wildbype mice but demonsirabad an
incrasse in plalelst acivation and mRCSE even al a young
{12 wesks) age (phenocopying old wildtype mics).
Additionally, young MFM1 KO mice showed a shorter lime io
oomplets oodusion in the FaCl-vascular injury modal
compared 1o age-malchad widtype mica. Thesa studias
demaonstrate for the first time that MFRM1 plays a ole in

Thrice Laurita - rista (/[ya/a’(

platslat function and activation. Ongoing studies are
inwastigating tha machanisms by which MFN1 regulates
platalat activation and thrombosis as wall as the facions that
decreass MFN1 axprassion with age.

doi: hitpszidol.org'1 0. 1015/ freeradblomed. 2020, 10.254
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The lipid hydroperoxide scavenger liproxstatin-1
reduces denervation-indoced muscle pathology

Jacob Brown, Fojina Fanjit, Laursn Oliver, Holly Van
Femmen

Oifahama Medical Ressarch Foundation, USA

Loss of molor nesurons and impaired innervation of
newomusoular junctions are key drivers of aga-ralated loss
of muscls mass and function [sarcopenia). The ganaration of
hydroparaxides in isolated skalatal musde milcchondria and
fiber bundies is dramafcally elevated in denarvated skelatsl
musde, and strongly comalaled io the axlent of musche
atrophy in different newoganic atrophy models. Experiments
from our laboratory show hydroparoxides genaraled from
denervated muscls ars primarily composed of lipid
hydroparaxides (LO0H) ganarted by the milochondria. To
tast whethar LOOMs play a causal rols in denarvation
inducad atrophy, wa treated mica with liprosstatin-1, an
LOOH scavanger and measured the affect on muscle
atrophy and muscle deganarative pathways. One day prior
o denenvation sungery and daily for T days following surgary,
mice ware iraated with Liproxstatin-1 or vehicla. Mice wera
subjecied o sdatic nenve transection sungery, o maodal o
mimic age=-related loss of mobor newon innanaton o
skalstal musde. Transeclion was parformed on the left
hindimb and the contralataral imb was used as a sham
sungery control. After T days, the gastrocnemius muscle was
colscted for massuing hydroparcside generation in musde
fibers, alectron micoscopy and histology. We found that
liproxsiatin-1 decreasad hydroperoxide ganaration in
permeabilized musde fibens by <60% when companad 1o
fibers from vehicle treated denervated muscls. Sirikingly, wa
also found a ~28% proladion from denaration-induced loss
of muscls mass in iproxstatin-1 reated mice. Electron
micrscopy analysis of denenaied muscle revealsd
milochondria are larger in size and have alensd mophology
afisr danarvation, which was reversad in liproxstatine1
traated mics. Tham was a trand for @ <230% increass in
muean Tibar cross secional area in denensaied muscls fom
mice iresied with liproxstatin:1 when compared 1o
denervated muscls from vehicle treated mice. These dala
sugges! largeting LOOHs could be an effective stralsgy 1o
prolsct against densrvafon-induosd muscls loss.

doi: itps2idol.org1 0. 1018]. reeragblomed. 2020, 10.255
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Abstrack Metabolic syndrome (Met5) has a high prevalence in older adults and is a risk factor for
cardiovascular diseases and complications of old age. It has also been related to oxidative stress ((haS)
and chronic inflammation (C1) and their consequent alterations. Therefore, it is important to propose
therapeutic alernatives such as the consumption of Sechium edule (Chayote), since hypoglycemic,
hypotensive, and lipogenesis inhibitor properties are attributed to it We carried out a study in
81 older adults (0A) with Met5 to determine the effect of consumption of chayote powder conentrate
(500 mg, three times a day ) for six months, with a baseline measurement, at three and six months in
an experimental group (EG) (n = 41) and a placebo group (PG) (n = 40), all with a diagnosis of Met5
according to the criteria of National Adult Treatment Panel of the National Cholesterol Program 111
(NCEP/ ATP 1II). Anthropometric, biochemical, OxS markers, and inflammation measurements were
performed on all participants, basal, three, and six months after. A statistically significant decrease
was found in the concentration of lipoperoxides (TBARS), &isoprostanes, 8-0HdG, oxidative stress
scome ((055), HhAlc, blood pressume, and in the number of Met5 diagnostic criteria, as well as an
increase in total antioxidant status (TAS), antioxidant gap (GAP), superoxide dismutase (SO0,
interbeukin 10 (IL-10), and HDL-cholesterol in EG. The mesults suggest that the consumption of
Sechium edule pow der has a hypotensive, hypoglycemic, antiooddant, and anti-inflammatory effect in
OA with MetS and reduced the percentage of patients with Met5.

Keywords: metabolic syndrome; oxidative stmess; anti-inflammatory; Secium edule; older adults

1. Introduction

Oxidative stress (OxS) is a biochemical alteration characterized by an imbalance
between the generation of free radicals and antioxidants, in favor of the former, which
causes oxidative damage to macromolecules (proteins, carbohydrates, lipids, and DNA).
This alteration has been linked to aging and the pathophysiology of mone than 100 chronic
non-communicable diseases, including metabolic syndrome (MetS) [1-3].

Omn the other hand, it has been pointed out that aging per se occurs with a chronic
inflammatory process (CIP) called “inflamm-aging”, which increases vulnerability to the

Antiogdmts 2022, 11, 1076, https:/ /dod org 103390y antiox 11061076
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