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Glosario

AHF: Antecedente heredofamiliar
CDNB: Dinitrobenzeno

CrS: Creatinina sérica

CT: Colesterol total

CVD: Enfermedad cardiovascular
MFS: Sindrome de Marfan.

DAS: Dialil sulfuro

DADS: Dialil disulfuro

DATS: Dialil trisulfuro

DG: Ajo deodorizado

EcSOD: Superdéxido dismutasa
OS: Estrés oxidante

FBN-1: Fibrilina-1

GPx: Glutation peroxidasa

GST: Glutation S transferasa

GSH: Glutatién

HDL: Lipoproteina de alta densidad
HS: Sujetos sanos

IMC: indice de masa corporal,

INO2: Oxido nitrico sintasa inducible
LDL: Lipoproteina de baja densidad,
LPO: Lipoperoxidacion

ROS: Especies reactivas de oxigeno
SAC: S-alil-cisteina

SAMC: S-alilmercaptocisteina
SOD: superéxido dismutasa

SO.: Dioxido de azufre

TG: Triglicéridos

Trx: tioredoxina

TrxR: Tioredoxina reductasa
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1. Introduccion

El sindrome de Marfan (MFS) es un trastorno de origen genético con caracter
autosémico dominante que afecta al gen que codifica la proteina fibrilina-1 (FBN-
1); por tanto, alterando el tejido conectivo. Se asocia con deformidad y disfuncion
de las fibras eldsticas, lo que da como resultado un dafo estructural y funcional de
la aorta que causa micro diseccion de la capa media y degeneracion [1]. En el
MFS, hay una transformacion de las propiedades mecanicas de las arterias que
conduce a la destruccion, obstruccion y / o formacion de pseudoaneurismas o
aneurismas. El dafo al tejido aértico se acompafia de disfuncién vascular que se
caracteriza por pérdida de la funcion contractil y relajacion dependiente del
endotelio con estrés oxidante (OE) [1]. Ademas, el dafio adrtico, la estenosis, los
aneurismas o0 pseudoaneurismas Yy la disfuncion endotelial podrian ser
independientes de otros antecedentes genéticos especificos como la edad, el sexo

y la exposicién al medio ambiente, infecciones o traumatismos [2].

Actualmente ninguna terapia medica a logrado prevenir las complicaciones fatales
asociadas a MFS, por lo que actualmente existe gran interés en el desarrollo de
terapias experimentales, dirigidas a diversos objetivos dentro de los complejos
mecanismos fisiopatologicos asociados a esta entidad, entro los cuales podemos
resaltar el uso de inhibidores de metaloproteinasas como doxiciclina,
bloqueadores de los receptores de andrégenos y oxytocina, hidralazina como

inhibitor de la proteina cinasa C, entre otros. [3]

Ademas se ha observado que la administracién de la infusion de hisbiscus
sabdariffa L tiene propiedades antioxidantes que permite el incremento de la
capacidad oxidativa de tanto sistemas enzimaticos como no enziméaticos en el

plasma de pacientes con MFS [4]



2. Marco teorico

El estrés oxidante (OE) es causado por un desequilibrio entre la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad de desintoxicar rapidamente
sus agentes intermedios o de reparar el dafio empleando el sistema antioxidante
bioldégico. Esto da como resultado un desequilibrio en el proceso esencial del
equilibrio redox celular [5]. La inestabilidad quimica de los ROS los hace avidos
por capturar electrones de otros atomos o moléculas de su entorno, provocando
inestabilidad en las estructuras de los compuestos con los que reaccionan y
estableciendo reacciones en cadena con moléculas vecinas. Las macromoléculas
biolégicas como lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos son
susceptibles de sufrir alteraciones debido a estas reacciones [6]. Sin embargo, los
ROS son esenciales en los organismos vivos, ya que desempeian un papel vital
como moléculas de sefializacién para mantener la homeostasis celular en tejidos
sanos. Permiten diversos procesos fisiolégicos como la fecundacion del 6vulo por
los espermatozoides, la activaciéon de genes y participan en los mecanismos de
defensa frente a infecciones [7]. EI exceso de ROS estd implicado en la
enfermedad cardiovascular (CVD). En estas enfermedades, los ROS vy las
especies de nitrégeno reactivo son producidas por varias vias que incluyen
mitocondrias, xantina oxidasa, NADPH oxidasa y éxido nitrico sintasa inducible
(INOS) [8].

Se ha descrito la participacion del OE en la progresion del dafio adrtico en el SMF
[9]. Hay un aumento de peroxidacion lipidica (LPO) en modelos de raton y
pacientes con SMF. Existe una disfuncion vasomotora en la aorta toracica
asociada con el EO, que se relaciona con una disminucion de la eNOS y un
aumento de las vias de la iINOS, y una disminucion de la actividad de las
isoformas de superdxido dismutasa (SOD) [4]. Asimismo, los pacientes con SMF
muestran un cuadro compatible con el EO, que define tanto los estadios iniciales

de la enfermedad como su transicion a estadios mas avanzados. De ahi que sea
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importante buscar estrategias para mejorar la capacidad antioxidante en esta
enfermedad. En este sentido, existe una asociacion inversa entre el consumo de
frutas y verduras y el riesgo de enfermedades degenerativas donde con frecuencia
se encuentra un aumento del EO. Por tanto, la ingesta de antioxidantes a través
de los alimentos podria contribuir a reducir la oxidacion a nivel enddgeno,
disminuyendo asi las consecuencias negativas derivadas del OE [6]. Trabajos
recientes indican que Allium sativum (ajo) tiene propiedades antioxidantes y
reduce el EO presente en diversas CVD, protegiendo asi los componentes
celulares del dafo oxidante [10]. Ademas, la suplementacién con ajo crudo
también tiene efectos preventivos sobre las alteraciones metabdlicas inducidas por
una dieta rica en grasas. Disminuye el nivel sérico de LDL, nivel sérico de
triglicéridos, resistencia a la insulina, dafio hepatico y concentracién de acidos
organicos totales en el ciego [11]. Los extractos de ajo desodorizado (DG)
contienen fitoquimicos y compuestos organicos de azufre solubles en lipidos,
como dialil-tiosulfonato (alicina) y selenio que protegen contra el OS [12]. EI DG en
tabletas tiene menos efectos secundarios dafinos que el ajo crudo, incluida la
reduccion de eritrocitos y el aumento de reticulocitos [12]. Ademas, el DG tiene

efectos beneficiosos para el tratamiento de las CVD mediadas por ROS [13].

El DG estabiliza compuestos con propiedades antioxidantes como la alicina, S-alil-
cisteina (SAC) y S-alilmercaptocisteina (SAMC) [10]. Estos compuestos estables
ejercen una accién antioxidante al eliminar ROS, aumentando la actividad de
enzimas antioxidantes celulares como las isoformas SOD, catalasa y GPx, y los
niveles de GSH. Ademas, el DG reduce la LPO, reduce el dafio por isquemia /
reperfusion al miocardio e inhibe la modificacion oxidativa de LDL, protegiendo asi
las células endoteliales del dafio debido a moléculas oxidadas [14]. En una
revision en la que se analiz6 la suplementacién con ajo y que incluyé cuatro
metanalisis, el ajo redujo la presion arterial sistolica en 7-16 mmHg y la presion
arterial diastdlica en 5-9 mmHg. En otro estudio que utilizé suplementos de ajo,
hubo una reduccion del colesterol total en 27,4-29,8 mg / dL en 8 metanalisis [15].

Ademas, el DG tuvo beneficios mas consistentes que el ajo crudo y se



documentaron reacciones adversas raras con una causalidad limitada establecida
[16].
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3. Planteamiento del Problema

El sindrome de Marfan es una enfermedad, infradiagnosticada, poco frecuente,
heredable que afecta al tejido conectivo y muchas veces fatal sin tratamiento. Las
anormalidades estructurales cardiovasculares se presentan en la mayoria de
pacientes, predominando como dilatacion y diseccion adrtica en pacientes
adultos. Dentro de los mecanismos fisiopatologicos observados se encuentra el
desequilibrio redox celular, con aumento del estrés oxidante. Hasta la fecha
ninguna de las terapias medicas ultilizadas se dirigen a este probable objetivo

terapéutico.
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4. Justificacion.

El pronéstico de los pacientes diagnosticados con sindrome de marfan,
determinado en la mayor parte por las manifestaciones cardiovasculares de
dilatacion adrtica, es malo, con evolucién progresiva hasta el desarrollo de
complicaciones como insuficiencia aodrtica, diseccion o rotura, estando las dos

ultimas asociadas a gran mortalidad.

Dentro de las opciones terapéuticas se encuentra en tratamiento quirirgico
profilactico con cambio de la raiz aértica por injerto cuando cumple parametros

establecidos de dilatacion y factores de riesgo asociado a una peor evolucion.

Por otro lado, las terapias médicas mas utilizadas no han demostrado prevenir los
principales desenlaces adversos, por lo que existe actualmente creciente interés
en terapias alternativas que se dirigen hacia varios objetivos dentro de la amplia

fisiopatologia de las manifestaciones cardiovasculares del sindrome de Marfan.

El aumento de estrés oxidante y el desequilibrio redox celular se encuentra
claramente involucrado en el proceso fisiopatolégico de dilatacion adrtica. Estudios
observaciones han indicado un efecto beneficiosos de la suplementacién de ajo
sobre estas alteraciones, que puede constituir una ventana terapéutica con
capacidad de modificar la historia natural de esta enfermedad. Este hecho justifica
la realizacion del presente trabajo con el fin observar objetivamente los efectos de

la suplementacion con ajo desodorizado sobre el sistema redox.
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5. Hipotesis

La suplementacion con ajo desodorizado tiene efecto antioxidante en los pacientes

diagnosticados con sindrome de Marfan.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo General

Demostrar el efecto antioxidante de la suplementacién con ajo desodorizado en el

plasma de pacientes con sindrome de Marfan

6.2. Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas demograficas, clinicas y bioquimicas de los
pacientes con sindrome de Marfan

e Evidenciar el efecto de la suplemento de la suplementacién con ajo
desodorizado sobre la actividad extracelular de superdxido dismutasa y
peroxidasas

e Determinar la consecuencia de la suplementacién sobre la actividad de la
glutation peroxidasa, glutation transferasa y tioredoxina reductasa.

e Analizar el resultado de la administracion de ajo desodorizado sobre los

marcadores no enzimaticos del sistema antioxidante.
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7. Metodologia de la investigacion

7.1. Disefoy tipo de estudio

Se trata de un estudio quasi-experimental controlado, abierto, analitico,

prospectivo y longitudinal

7.2. Poblaciéon de estudio

Se incluyé a 13 pacientes de ambos sexos, 6 hombres y 7 mujeres, que
ingresaron en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez de forma
consecutiva con dilatacion de la raiz aértica (> 50 mm). La dilatacién se demostré

mediante angiografia por resonancia magneética.

Los casos incluyeron pacientes con SMF, clasificados segun los criterios de Ghent
en 1996. Una vez que los pacientes cumplieron los criterios de inclusion, se
analizé una investigacién cardiologica de la situaciéon clinica de cada paciente,

incluyendo diversas indicaciones clinicas de su patologia cardiaca.

Se obtuvieron estudios que incluyeron tiempos de coagulacion, radiografias,
electrocardiografia, evaluacion anestésica, tratamiento médico actual y se tuvo
cuidado de que los casos no estuvieran en tratamiento con antioxidantes,
alopurinol o inhibidores de las probables vias involucradas en la produccién de
ROS. Los criterios de exclusion tomados en cuenta fueron un diagnéstico dudoso
y / o la falta de acuerdo para firmar el consentimiento informado para el estudio de

investigacion.

A cada paciente se le explicé y solicitd su aprobacién para incluir su plasma en
este proyecto, se aclararon dudas y se obtuvo un consentimiento informado para
tomar una muestra de sangre (basal) y otra posterior a los dos meses de iniciar el

tratamiento con DG cuando se realiz6 la intervencion. concluido.

15



7.3. Sujetos sanos

El grupo de control estuvo conformado por 13 hombres y / o mujeres sanos,
quienes fueron evaluados previamente por un cardidlogo experto y reumatélogo
para verificar que no tenian SMF. Se realizaron pruebas de laboratorio de rutina
para determinar triglicéridos y HDL, LDL, glucosa, creatinina sérica y colesterol.
Ademas, se realizd ecocardiografia, tomografia computarizada o resonancia
magnética para descartar dafo aodrtico. Los sujetos sanos (HS) no tomaban
antiinflamatorios, antioxidantes, DG ni estatinas. Medicamentos que pueden
interferir con el resultado del estudio, como los AINE, los farmacos hipolipemiantes

y los suplementos antioxidantes se suspendieron.

7.4. Tiempo de ejecucion

Duracion total de 2 meses

7.5. Criterios de seleccioén

7.5.1. Criterios de inclusion
e Pacientes ingresados en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chavez con dilatacion de la aorta demostrada por resonancia magnética.
e Clasificados segun los criterios de Ghent en 1996, como pacientes con
sindrome de Marian
e Cualquier género.

e Cualquier edad

7.5.2. Criterios de exclusion
e Diagnostico dudoso
e Falta de acuerdo para firmar el consentimiento informado para el estudio de

investigacion.
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e Tratamiento previo con antioxidantes, alopurinol o inhibidores de las

probables vias involucradas en la producciéon de ROS

7.5.3. Criterios de eliminacion
Interrupcion o abandono del tratamiento

Negativa o impedimento para la toma de muestras de palmas

7.6. Tipo de muestreo

Se realiz6 muestreo por conveniencia a los criterios de inclusion y exclusion (no

probabilistico).

7.7. Calculo del tamafio de la muestra

El muestreo es por conveniencia. La muestra fueron 13 pacientes de ambos
sexos, 6 hombres y 7 mujeres, con dilatacion de la aorta demostrada por
resonancia magnética, clasificados segun los criterios de Ghent en 1996, como
pacientes con sindrome de Marian, que cumplieron con los criterios de inclusion,

sin encontrarse ninguno criterio de exclusion ni eliminacion

7.8. Descripcion operacional de las variables

Edad
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicién conceptual: tiempo transcurrido desde el nacimiento del paciente hasta

el inicio del estudio.
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Definicidbn operacional: tiempo transcurrido en afios desde el nacimiento del

paciente, obtenido mediante revision del expediente.

Nivel de medicién: afios.

indice de masa corporal
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicion conceptual: relacion entre peso medido en kilogramos vy talla medida en

metros elevado al cuadrado

Definicién operacional: relacion entre peso medido en kilogramos y talla medida en

metros elevado al cuadrado, obtenido mediante medicion directa al paciente.

Nivel de medicion: kg/m?

Sexo
Tipo de variable: cualitativa nominal.
Definicion conceptual: grupo al que pertenecen los seres humanos de cada sexo.

Definicion operacional: se considera femenino o masculino de acuerdo con las

caracteristicas fenotipicas del paciente, obtenido mediante revision del expediente.

Nivel de medicidon: masculino/femenino.

Criterios de Ghent
Tipo de variable: cualitativa nominal.

Definicibn conceptual: caracteristicas relacionadas con los antecedentes
familiares, dilatacion de aorta, ectopia lentis y score sistémico que en un conjunto

integran la definicion de Sindrome de Marfan
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Definicibn operacional: caracteristicas relacionadas con los antecedentes
familiares, dilatacion de aorta, ectopia lentis y score sistémico que en un conjunto
integran la definicion de Sindrome de Marfan obtenidas del expediente clinico,

examen clinico y resonancia magnética.

Nivel de medicién: Sindrome de Marfan / No sindrome de Marfan.

Score Sistemico
Tipo de variable: cuantitativa discreta

Definicion conceptual: puntaje asignado de acuerdo a cada caracteristica clinica

presente relacionada con el sindrome de Marfan.

Definicién operacional: puntaje asignado de acuerdo a cada caracteristica clinica
presente relacionada con el sindrome de Marfan obtenidas mediante inspeccion

directa.

Nivel de medicién; 0 a 20

Glucosa
Tipo de variable: cuantitativa continua.
Definicién conceptual: es la medida de la concentracion de plasmatica de glucosa

Definicién operacional: concentracion de glucosa obtenida mediante determinacion

en plasma

Nivel de medicion: mg/dl.

Creatinina

Tipo de variable: cuantitativa continua.
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Definicidbn conceptual: es la medida de la concentracibn de plasmatica de

creatinina

Definicion operacional: concentracion de creatinina obtenida mediante

determinacion en plasma

Nivel de medicién: mg/dl.

Colesterol total
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicidbn conceptual: es la medida de la concentracibn de plasmatica de

colesterol total

Definicibn operacional: concentracion de colesterol total obtenida mediante

determinacion en plasma

Nivel de medicién: mg/dl.

Lipoproteina de Alta densidad
Tipo de variable: cuantitativa continua.
Definicién conceptual: es la medida de la concentracion de plasmatica de HDL

Definicion operacional: concentracion de HDL obtenida mediante determinacién en

plasma

Nivel de medicion: mg/dl.

Lipoproteina de baja densidad
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicion conceptual: es la medida de la concentracion de plasmatica de LDL

20



Definicién operacional: concentracién de LDL obtenida mediante determinacién en

plasma

Nivel de medicién: mg/dl.

Triglicéridos
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicion conceptual: es la medida de la concentracion de plasmatica de

triglicéridos

Definicibn operacional: concentracion de triglicéridos obtenida mediante

determinacién en plasma

Nivel de medicion: mg/dl.

Dilatacion aodrtica
Tipo de variable: cualitativa nominal.

Definicion conceptual: diametro mayor de la raiz aértica medido por resonancia

magnética

Definicidbn operacional: se considera como dilatacion adrtica de acuerdo a las

medidas establecidas en cada segmento aértico medido por resonancia magnética

Nivel de medicién: presente/ausente.

Ectopia Lentis
Tipo de variable: cualitativa nominal.

Definicion conceptual: dislocacién del cristalino bilateral.
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Definicidbn operacional: se considera como ectopia lentis a la dislocacion del

cristalino bilateral documentada por exploracion fisica

Nivel de medicion: presente/ausente.

Actividad de EcSOD
Tipo de variable: cuantitativa continua.
Definicion conceptual: es la medida de la actividad extracelular de EcCSOD

Definicion operacional: nivel de actividad extracelular EsSOD obtenido mediante

determinacién en plasma de

Nivel de medicion: U/ml.

Actividad de Glutatién peroxidasa
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicibn conceptual: es la medida de la actividad plasmatica de glutatién

peroxidasa

Definicibn operacional: nivel de actividad de glutation peroxidasa obtenido

mediante determinacion en plasma

Nivel de medicion: U/ml.

Actividad de Glutation-S-Transferasa
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicidbn conceptual: es la medida de la actividad plamsatica de glutation-S-

transferasa
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Definicibn operacional: nivel de actividad de glutation-S-tranferasa obtenido

mediante determinacién en plasma

Nivel de medicion: U/ml.

Actividad de Thioredoxin reductasa
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicion conceptual: es la medida de la actividad plasmética de Thioredoxin

reductasa

Definiciébn operacional: nivel de actividad de Thioredoxin reductasa obtenido

mediante determinacion en plasma

Nivel de medicion: U/ml.

Concentracion de GSH
Tipo de variable: cuantitativa continua.
Definicion conceptual: es la medida de la concentracion de plasmatica de GSH

Definicion operacional: concentracion de GSH obtenida mediante determinacion

en plasma

Nivel de medicion: U/ml.

Vitamina C
Tipo de variable: cuantitativa continua.

Definicién conceptual: es la medida de la concentracion de plasmatica de vitamina
C
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Definicibn operacional: concentracion de vitamina C obtenida mediante

determinacién en plasma

Nivel de medicién: uM/ml.

Relacion NO3-/NO2-
Tipo de variable: cuantitativa continua.
Definicion conceptual: es la medida de la relacion plasmatica de NO3-/NO2-

Definicion operacional: relacion de NO3-/NO2- obtenida mediante determinacion

en plasma

Nivel de medicion: nM/ml.

Carbonilacion
Tipo de variable: cuantitativa continua.
Definicién conceptual: es la medida de la concentracion de carbonilaciéon

Definicibn operacional: concentracion de carbonilacion obtenida mediante

determinacién en plasma

Nivel de mediciéon: nmol MDA LPO/ml.
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7.9. Técnicas y procedimientos

7.9.1. Tratamiento

Se administraron tabletas de ajo chino Allium Sativum (Ajolin Forte® plus, Ajo
desodorizado) de 500 mg por via oral con agua, cada 12 horas durante 2 meses
en pacientes con MFS. La informacion nutricional de las tabletas mostré un total

de grasa de 750 mg, 600 ug de sodio, 20 g de carbohidratos y 0 g de proteina.

7.9.2. Recoleccion de muestras de sangre

Se recogieron cinco ml de sangre por paciente y se centrifugaron durante 20 min a
936 ga 4 ° C. El sedimento de globulos rojos se desechd y el plasma se recogio en
alicuotas de 400 ul y se almacend a -30 ° C hasta su uso. Se obtuvieron muestras
de sangre de cada paciente antes del tratamiento y después de los dos meses de

tratamiento con el DG.

7.9.3. Actividades de EcSOD y peroxidasas

La actividad extracelular de la superéxido dismutasa (EcSOD) se determiné en
plasma mediante electroforesis en gel no desnaturalizante y tincion con azul nitro
de tetrazolio (NBT) como describen Pérez-Torres et al. Se aplicaron 25 ul de
plasma directamente, sin hervir, a un gel de poliacrilamida al 10% no
desnaturalizante. La electroforesis se realiz6 a 120 voltios durante 4 horas.
Posteriormente, se incubd el gel en una solucion de NBT 2,45 mM durante 20 min,
luego se desecho el liquido y se incubd el gel en una solucion de EDTA 28 mM,
gue contenia fosfato de potasio 36 mM (pH 7,8) y riboflavina 0,028 mM. Después
de 10 min de incubacién en condiciones de oscuridad, la tincion de nitro azul
tetrazolio para O2— se observo mediante exposicion a luz ultravioleta durante otros
10 min. Como control positivo se utilizé SOD purificada de eritrocitos bovinos con
una actividad especifica de 112 U / mg de proteina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.).
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Para las actividades de las peroxidasas, se cargaron 35 pl de peroxidasa de
rabano picante a una concentracion final de 178,5 ug como estandar y se corrieron
25 pl de plasma en las mismas condiciones del gel nativo como se describi6
previamente. Para observar la actividad de las peroxidasas, el gel se lavo con
agua destilada tres veces, durante 5 min, y luego se incubé con una mezcla de
0,003 mg / mL de 3,3,5,5-tetrametilbencidina disuelta en una solucién de etanol. :
acido acético: agua (1: 1: 1) con H202 durante 10 min en la oscuridad [41]. En
estas condiciones, donde hay peroxidasas, el gel permanece transparente y la 3,
3, 5, b-tetrametilbencidina se oxida mostrando una coloracion verde. Los geles
para las actividades de EcSOD y peroxidasa se analizaron por densitometria con

un sistema Kodak Image® 3.5.

7.9.4. Pero6xido de glutation

Para la actividad de la glutation peroxidasa (GPx), se suspendieron 100 pl de
plasma en 1,6 ml de tampon fosfato 50 mM (pH 7,3), con NADPH 0,2 mM, GSH 1
mM y 1 Ul / ml de glutation reductasa afiadidos. La mezcla se incubé durante 1
min a 37 ° C, luego se agregaron 100 pyl de H202 0.25 mM para iniciar la reaccion,
y la absorbancia se control6 durante 6 min a 340 nm. La actividad se expresa en
nmol de plasma oxidado con NADPH / min / ml con un coeficiente de extincion de
6220 M -1 cm — 1 a 340 nm para NADPH.

7.9.5. Glutation-S-transferasa

Para la actividad de glutatién-S-transferasa (GST), se afiadieron 700 ul de tampén
fosfato (0,1 M, pH 6,5) suplementado con 100 ul de GSH 0,1 mM y 100 ul de 1-
cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) 0,1 mM a 100 pl de plasma. La muestra se
incubd y se controlé durante 10 min a 37 ° C a 340 nm. Los valores de actividad
de GST se expresaron en U / min / ml de plasma. La actividad de GST se expresa
como unidades de GS-DNB umol / min / ml de plasma con un coeficiente de
extincion de 14150 M -1 cm - 1.
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7.9.6. Tiorredoxina reductasa

Para la actividad de la tiorredoxina reductasa (TrxR), se afadieron 100 pl de
plasma suspendido en 3 ml de tampén fosfato 0,1 mM (KH2PO4, pH 7,0) a
NADPH 0,2 mM, EDTA 1 mM y 0,1 mg / ml de albumina de suero bovino. La
muestra se leyo en presencia de 20 ul del inhibidor especifico de TrxR (auranofina
10 pM) y junto con un duplicado de la muestra sin el inhibidor se determiné
indirectamente por la cantidad de DTNB en presencia de NADPH para formar 2
moles de TNB . La oxidacion de DTNB se controla a 412 nm a 37 ° C durante 6

min con un coeficiente de extincion de 13600 M-1 cm-1.

7.9.7. Peroxidacion lipidica

Se afiadieron 50 pl de CH3-OH con BHT al 4% mas tampon fosfato pH 7,4 a 100
ul de plasma. La mezcla se agité vigorosamente en vortice durante 5 segundos y
luego se incubd en bafio de agua a 37 ° C durante 30 min. Luego se agregaron 1,5
ml de acido tiobarbitarico 0,8 M y la muestra se incub6é en un bafio de agua a
temperatura de ebullicidbn durante 1 hora. Pasado este tiempo y para detener la
reaccion, las muestras se colocaron en hielo; Se afadio 1 ml de KCI al 5% a cada
muestra, asi como 4 ml de n-butanol; se agitaron en vortice durante 30 segundos y
se centrifugaron a 4000 rpm a temperatura ambiente durante 2 minutos. Luego se
extrajo la fase de n-butanol y se midié la absorbancia a 532 nm. La curva de

calibracion se obtuvo utilizando tetraetoxipropano como estandar.

7.9.8. Carbonilacién

Se agregaron 100 ul de plasma a 500 pl de HCI 2.5 N. Otra muestra con 500 pl de
2,4-dinitrofenilhidrazina y se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente
durante una hora, agitando con un vortice cada 15 min en paralelo. Al final del

periodo de incubacion, se agregaron 500 pl de acido tricloroacético al 20% vy la
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muestra se centrifugdé a 15.000 x g durante 5 min. Se descarté el sobrenadante.
Se realizaron dos lavados, primero retirando el precipitado con un tubo capilar
sellado agregando 1 ml de etanol / acetato de etilo. Se incubd durante 10 min y se
centrifugd a 15.000 x g durante 10 min. Finalmente, se afiadio 1 ml de clorhidrato
de guanidina 6 M en KH2PO4 20 mM pH 2,3. La mezcla se incubé nuevamente a
37 ° C durante 30 min. La absorbancia se ley6 en un espectrofotdmetro a 370 nm,
utilizando agua bidestilada como blanco y un coeficiente de absorcién molar de
22.000M -1cm - 1.

7.9.9. Relacion NO3-/ NO2-

El NO3- se redujo a NO2- mediante la reaccion de la enzima nitrato reductasa.
Se mezclaron 100 ul de plasma previamente desproteinizado con 0,5 N, NaOH y
ZnS0O4 al 10%, y se incubd el sobrenadante durante 30 min a 37 ° C en presencia
de nitrato reductasa (5 unidades). Al final del periodo de incubacién, 200 ul de
sulfanilamida al 1% y se afadieron 200 ul de N-naftil-etildiamina al 0,1% vy el

volumen total se ajust6 a 1 ml. La absorbancia se midié a 540 nm.

7.9.10. Concentracion de GSH

Se afadieron 100 ul de plasma previamente desproteinizado con acido
tricloroacético al 20% (vol / vol) y centrifugado a 10.000 xg durante 5 min, a 800 pl
de tampon fosfato 50 mM, pH 7,3, mas 100 pl de reactivo de Ellman (5, 5 ' -acido
ditiobis-2-nitrobenzoico) 1M. La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante

5 min y se ley6 la absorbancia a 412 nm.

7.9.10. Vitamina C

Se afadio acido tricloroacético al 20% a 100 ul de plasma. Después de agitar
vigorosamente, las muestras se mantuvieron en un bafio de hielo durante 5 min y

se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min; Se afiadieron 200 pl de reactivo de
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Folin-Ciocalteu 0,20 mM al sobrenadante. La mezcla se agitdé vigorosamente en un
vortice durante 5 segundos y se incub6 durante 10 min. La absorbancia se midio a
760 nm. La curva de calibracion se obtuvo utilizando una solucion estandar de

acido ascorbico.

7.10. Anélisis estadistico

Se utiliz6 el programa Sigma Plot 14 para generar las graficas y realizar los
analisis estadisticos (Systat Software Inc. 2107, San José, CA95131 EE.UU. North
First Street, Suite 360). La significacion estadistica entre los pacientes con MFS se
determin6 mediante la prueba de suma de rangos de Mann-Whitney seguida de la
prueba de normalidad (Shapiro-Wilk). Los datos se presentan como la media *
DS. La significacion estadistica se determindé mediante la prueba ANOVA de una
via, seguida de la prueba post hoc de Tukey. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando p<0.05.
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8. Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica
de nuestra Institucion (nUmero de protocolo institucional: PT-18-101). El estudio se
realiz6 de acuerdo con las normas éticas internacionales y la Ley General de
Salud, asi como de acuerdo con la declaracion de Helsinki, modificada en el
Congreso de Tokio, Japén y con consentimiento informado de pacientes y
controles.

8.1. Conflicto de Intereses

Los autores declararon que no hay conflicto de interés en el presente estudio.
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9. Resultados

9.1. Caracteristicas generales

Se estudiaron un total de 13 pacientes con MFS y 13 sujetos sanos (HS). La edad
en pacientes con MFS tuvo una mediana de 26 aflos con un minimo de 14 y un
maximo de 51. El indice de masa corporal en pacientes con MFS tuvo un valor

mediano de 24 con un minimo de 12 y un maximo de 30.

Los pacientes que tenian un familiar con MFS dilatacion adrtica, tenian un
didmetro medio en el anillo adrtico de 27 + 4, de 39 = 7 senos de Valsalva, de 29 +
5 unién tubular sinusal y de 28 + 7 dafio adrtico ascendente. El score sistémico
tuvo una mediana de 10 con rangos de 8-12, de los cuales el numero total de
pacientes con deformidad toracica fue 12 (92%) de los cuales 6 (46%) tenian
pectus excavatum y 6 (46%) tenian pectus carinatum. EI HS mostré valores

normales de glucosa, creatinina sérica, colesterol, HDL, LDL vy triglicéridos.
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Tabla 1 Caracteristicas Demograficas

Total Hombres (n=6) Mujeres P
(n=7)
Mediana (min-max)
Edad 26 (14-51) |26 (14-51) 30 (16-42)
IMC 24 (12-30) |23 (12-25) 24 (18-30)
(mg/dL)
Glucosa 907 92+9 88+5 NS
CrS 0.67+0.17 |0.78+0.20 0.58 £ 0.09 NS
CT 166 + 40 154 + 24 176 £ 50 NS
HDL 50+13 47 +12 53+15 NS
LDL 96 + 28 93+ 30 99 + 29 NS
TG 119 + 59 122 + 85 117 + 32 NS
Score
Crierios de Ghent 8 (62) 4 (66.6) 4 (57) NS
Ectopia lentis 4 (31) 1(17) 3 (43) NS
Dilatacién adrtica 9 (69) 5 (83) 4 (57) NS
Score sistémico 13 (100) 6 (100) 7 (100) NS
AHF 9 (69) 5 (83) 4 (57) NS

Abreviaciones: IMC= indice de masa corporal, CT= Colesterol total, CrS=
Creatinina serica, HDL= Lipoproteina de alta densidad, LDL= Lipoproteina de

baja densidad, AHF= Antecedente heredofamiliar, TG= Triglicéridos
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Tabla 2 Quimica sanguinea en sujetos sanos.

Glucosa (mg/dL) 85.84 +5.49
CrS (mg/dL) 0.77 £0.02
CT (mg/dL) 174.38 £ 5.56
HDL (mg/dL) 41.23+1.81
LDL (mg/dL) 97.23 + 4.46

TG (mg/dL)

109.23 +15.62

Abreviaciones: CT= Colesterol total, CrS= Creatinina serica, HDL= Lipoproteina de

alta densidad, LDL= Lipoproteina de baja densidad, TG= Triglicéridos
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9.2. Actividades extracelulares de superdxido dismutasay peroxidasas

Nuestros resultados muestran que la actividad de EcSOD aumento
significativamente en pacientes con HS y MFS + DG (p <0,001), en comparacion

con los pacientes con MFS. (Figura 1)
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Figura 1. Comparacion de la actividad EcSOD entre grupos experimentales.
Abreviaciones: HS= Sujeto sano, MFS= Sindrome de Marfan, and MFS+DG=

Sindrome de Marfan mas ajo deodorizado.
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La actividad de las peroxidasas se incremento significativamente en los pacientes
con HS y MFS + DG en comparacion con los pacientes con MFS (p <0,001)
(Figura 2).
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Figura 2 Actividad de las peroxidasas evaluadas por analisis densitofotometrico.
Abreviaciones: HS= Sujeto sano, MFS= Sindrome de Marfan, and MFS+DG=

Sindrome de Marfan mas ajo deodorizado.
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9.3. Actividades GPx, GSTy TxrR

Los resultados de la actividad de GPx mostraron una disminucion significativa en
los pacientes con MFS en comparaciéon con HS (p = 0,001). Sin embargo, el
tratamiento con DG en pacientes con SMF solo mostré una tendencia al aumento

(p = 0,08) sin alcanzar un valor significativo (Figura 3A)

Nuestros resultados muestran que la actividad de GST se redujo
significativamente en los pacientes con MFS en comparacion con los HS vy los
pacientes con MFS + DG (p = 0,02 yp = 0,05 respectivamente 3B). El TrxR en
pacientes con MFS disminuy6 significativamente en comparacién con el de HS y
MFS + DG (p <0,001 yp = 0,03 respectivamente, Figuras 3C).
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Figura 3 Actvidad de Gpx (panel A), GST (panel B) and TrxR (panel C) en HS
(n=13), MFS (n=13) y MFS después de tratamiento con DG. Abreviaciones: HS=
Sujeto sano, MFS= Sindrome de Marfan, and MFS+DG= Sindrome de Marfan mas
ajo deodorizado.
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9.4. Marcadores no enzimaticos del sistema antioxidante; Peroxidacién y

carbonilacién de lipidos

Hubo un aumento significativo en los niveles de LPO (p<0,001 yp = 0,01),
carbonilacién (p<0,001) y relacion NO3-/ NO2- en el grupo MFS en comparacion
con los grupos HS y MFS + DG (p<0,001 yp = 0,01 respectivamente). Sin
embargo, los niveles de GSH mostraron una disminucién en los pacientes con
MFS con una diferencia significativa en comparacion con los grupos HS y MFS +
DG respectivamente (p<0,001 yp = 0,01). Los niveles de vitamina C no mostraron

cambios significativos en los distintos grupos.

Tabla 3 Biomarcadores redox del sistema no enzimatico en plasma

LPO (nmol MDA) 525+0.56 | 11.06 £ 0.69** | 8.33 + 0.45*%
Carbonilacion (nmol carbor 0.08 + 3.57x107 0.11 + 3.30x1073 0.09 + 3.08x10°3
NOs/NO2~ (nM) 145012 |2.46+019% |1.63+0.197

GSH (nM) 0.06 + 2.42x101 0.05 + 1.76x107% 0.06 + 4.17x10°3
Vitamina C (uM) 0.20+0.01 | 0.18 + 6.70x10 0.19 + 7.08x107

**HS vs. MFS basal p<0.001, TMFS vs. MFS+DG p<0.001 and *HS and MFS+DG
vs. MFS p=0.01. Abreviaciones: DG= ajo desodorizado, HS= sujetos sanos, MFS=
sindrome de marfan, LPO= peroxidacion lipidica, NO3/NO2"= relaciéon nitrato y
nitrito GSH= Glutation
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10. Discusion

El uso medicinal del ajo en la practica popular es extremadamente antiguo en
muchas culturas y miles de investigaciones en el mundo han demostrado el efecto
beneficioso en diferentes patologias como hipertensién, dislipidemia, resistencia a
la insulina, por mencionar algunas. Los efectos beneficiosos del ajo se deben a
compuestos organosulfaricos, como la alicina, E / Z-ajoeno, SAC, S-alil-cisteina
sulfoxido (aliina), SAMC, dialil sulfuro (DAS), dialil disulfuro (DADS), dialil trisulfuro
(DATS), gamma-glutamil tripéptidos y diéxido de azufre (SO2) entre otros [6].

Por otro lado, en modelos animales y humanos con MFS existe formacién de
aneurismas y pseudoaneurismas aodrticos que se acompafan de disfuncion
endotelial, inflamacion crénica, aumento de la expresion y actividad de
metaloproteinasas y disminucion de las enzimas antioxidantes y SG. Estas

alteraciones se deben a la mutacién genética del gen de la fibrilina-1 (FBN-1) [16].

EL OS es un desequilibrio entre un aumento de las ROS y una disminucién de los
sistemas enzimaticos y no enzimaticos, lo que conduce a la pérdida de la

homeostasis redox celular que causa dafio a 6érganos y sistemas.

10.1. Actividad de EcSOD

Para contrarrestar el OS existen sistemas antioxidantes, de los cuales las
isoformas SOD participan como primera linea de desintoxicacion frente al anion
O2- reduciéndolo a H202. El EcSOD es una isoforma con un centro catalitico
constituido por un nucleo de cobre-zinc. Esta enzima se expresa en los vasos
sanguineos, principalmente en la superficie de las células del musculo liso
vascular y el espacio subendotelial. Contiene un dominio de union que lo une a
proteoglicanos y heparan sulfatos que se expresan en la superficie celular. Esta
enzima puede secretarse en el espacio extracelular y se encuentra en el plasma
[17]. Los resultados de este estudio sugieren que la disminucion de la actividad de

EcSOD podria contribuir al SG en pacientes con MFS. Esto podria estar asociado
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con la mutacion genética de fondo FBN-1 presente en estos pacientes que
contribuye a la disfuncion vascular y a la formacion del aneurismas [18]. La
mutacion de FBN-1 también se asocia con una disminucion de heparina / heparan
sulfato y la EcSOD tiene un dominio de unién que se une a este complejo. Por lo
tanto, la expresion o actividad de EcSOD puede alterarse en respuesta a una
variedad de estimulos, incluidos factores genéticos como polimorfismos en el
dominio de union a heparina [19]. Ademas, una disminucién de la actividad de
EcSOD aumenta el riesgo de enfermedades relacionadas con el OS como la
lesion pulmonar aguda, la cardiopatia isquémica y la insuficiencia renal [18]. Los
estudios experimentales en modelos animales muestran que la manipulacion
genética con delecion o sobreexpresion del gen EcSOD, exacerba o previene
estados de enfermedad cronica, proporcionando evidencia de un papel causal de
la expresion reducida de EcSOD ectopica en estas patologias [20]. Por ejemplo,
los ratones knockout para EcSOD desarrollan fibrosis cardiaca e hipertrofia
ventricular y esto se asocia con dafio oxidante [21]. Esto sugiere que la expresion
o actividad de EcSOD es muy importante en el desarrollo de CVD [22]. Otro
estudio demostr6 que la actividad de EcSOD en el plasma de pacientes con MFS
disminuy6 y que una infusién de Hibiscus sabdariffa al 2% aumento la actividad de
esta enzima [4]. Nuestros resultados muestran que el tratamiento con DG aumenta
la actividad de EcSOD en pacientes con MFS. El efecto beneficioso del ajo se
debe a los compuestos organicos sulfuricos como SAC y SAMC responsables de
la transcripcion de algunas enzimas antioxidantes como las isoformas SOD a
través de la via NrF2 [23]. Ademas, este resultado sugiere que la concentracion

del anién O2—- disminuye pero el H202 aumenta.

10.2. Actividad GPx

Para eliminar el H202, el sistema antioxidante celular cuenta con otras enzimas
gue emplean esta molécula como sustrato, y el 12% de las funciones de EcSOD
estan relacionadas con la actividad de algunas de las isoformas GPx [9]. Las

isoformas de GPx catalizan la reaccion de oxidacién del glutation (GSH) a
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disulfuro de glutation utilizando H202. Ademas, cataliza la inactivacion de estas
moléculas incluso a concentraciones fisiolégicas normales [24]. La actividad de
esta enzima representa la respuesta protectora inicial necesaria para ajustar la
concentracion de H202 en condiciones fisiolégicas normales después de una
agresion oxidativa [25]. Sin embargo, la actividad de GPx se reduce por
condiciones prooxidativas tales como estados inflamatorios que pueden inducir
una mayor acumulacién de ROS [26] Por lo tanto, la actividad de GPx es esencial
para mantener la homeostasis redox celular [9]. Nuestros resultados muestran que
la actividad de GPx en el plasma de los pacientes con MFS disminuyé como se
habia informado previamente [26], y que el tratamiento con DG tendi6 a
aumentarla. Esto sugiere que el DG puede favorecer la actividad de GPx en estos
pacientes favoreciendo una disminucién de la SG. Varios estudios han informado
gue los compuestos organicos sulfuricos del ajo pueden inducir la expresion del
gen GPx [27]. Otro estudio mostr6 que la administracion de ajo activd la
fosforilacion del factor Nrf2 en la corteza cerebral, lo que se asocié a un aumento
en la transcripcién de los genes GPx [28]. El tratamiento con DG también puede
aportar selenio, un micronutriente esencial para el centro catalitico de varias
enzimas antioxidantes como GPx y TrxR, favoreciendo asi un aumento de su
actividad. En pacientes con sindrome de Loeys-Dietz, una variante grave del MFS,
hay una disminucion en la expresion de GPx, GST, TrxR, selenio y Nrf2 en el
aneurisma de la aorta toracica [29]. Sin embargo, en los pacientes con MFS, la

participacion del selenio requiere mas estudios.

10.3. Actividad de TrxR

TrxR es otra proteina dependiente de selenio que posee una selenocisteina en su
sitio catalitico [30]. La SG moderada puede inducir un aumento compensatorio de
la actividad TrxR y reducir la modificacion oxidativa de las proteinas presentes en
varias patologias [31]. Sin embargo, TrxR esta disminuido en patologias crénicas
con EO grave y alteraciones metabdlicas [32]. En la disfuncion endotelial, TxrR

disminuye y esto se asocia con un estado protrombotico y proinflamatorio [33]. El
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sistema de tiorredoxina en los mamiferos consta de dos componentes
antioxidantes; la tiorredoxina (Trx) y TrxR. La enzima TrxR cataliza la reduccion de
disulfuro en el sitio activo de Trx en presencia de NADPH. Facilita la reducciéon de
proteinas que contienen tiol a través del intercambio de cisteina tiol-disulfuro que
es oxidado por ROS. Por tanto, mejora el mal funcionamiento de las proteinas,
receptores celulares y / o enzimas [34]. La transferencia de electrones ocurre por
medio de un mecanismo especifico de oxidacion reversible de los dos grupos
sulfhidrilo de la proteina vecina que involucran un puente disulfuro. Ademas, el
sistema de tiorredoxina también es capaz de degradar el H202 [35]. Los
resultados de este estudio sugieren que la disminucion en la actividad de TrxR en
pacientes con MFS podria estar asociada a la SG de fondo vinculada a la
mutacion genética. Estos cambios estan asociados a la falta de enlaces disulfuro
formados entre microfibrillas donde el sistema tiorredoxina es esencial para la
reduccion de estos puentes [36]. Sin embargo, el tratamiento con DG favorece un
aumento de la actividad de esta enzima, lo que podria contribuir a disminuir la SG
y aumentar la reduccion entre los enlaces disulfuro de las microfibrillas. Entonces
podria contribuir a ralentizar la formacion o ruptura del aneurisma. Sin embargo, el
mecanismo exacto en esta via no se ha descrito con precisién y son necesarios
mas estudios para dilucidar la participacion del sistema Txr / TxrR en este
sindrome. A pesar de lo anterior, el efecto beneficioso del ajo se ha asociado a
compuestos organicos de azufre como el DATS, que modula la expresion y
actividad del sistema Trx / TrxR [37]. Estos conjugados de azufre pueden
favorecer un aumento en la produccion de H2S en presencia de Trx reducida. [38].
El H2S es una molécula lipofilica que controla funciones importantes en la célula,
incluida la regulacion de la via Keapl-Nrf2 [6]. Ademas, otras enzimas
antioxidantes que son necesarias en el proceso de reduccion del H202 son las
peroxidasas. Estas enzimas juegan un papel importante en la inmunidad innata y
en una serie de procesos fisioldgicamente importantes como la apoptosis y la

sefializacion celular [39].
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10.4. Actividad de las peroxidasas

Nuestros resultados muestran que la actividad de las peroxidasas disminuye en
pacientes con MFS. Esto puede deberse a la mutacion FBN-1 ya que las fibrilinas
constituyen la columna vertebral de las microfibrillas en la matriz extracelular de
tejidos elasticos y no elasticos. Las mutaciones en las fibrilinas se asocian con una
amplia gama de trastornos del tejido conectivo y la formacién de aneurismas y
regulan las vias de la inmunidad innata, la inflamacion, la disfuncion endotelial y la
homeostasis tisular [40]. Ademas, la baja actividad de estas enzimas puede
contribuir a la oxidacién de fondo que se ve favorecida, en parte, por el aumento
del H202 en pacientes con MFS. Ademas, otros estudios han demostrado que la
actividad de las peroxidasas disminuye en el suero humano con sindrome
metabdlico y dafio endotelial [41], y en el rifion de ratas con sindrome metabdlico
[4]. Sin embargo, el tratamiento con DG aumento la actividad de estas enzimas, lo
gue podria ayudar a reducir el EO en estos pacientes. En las células HepG2, la
incubacion de 24 horas con 0,25 a 1,0 mM de DAS aumenta tanto el ARNm como
la expresion de hemo oxigenasa-1 (HO-1), que es un tipo de peroxidasa, de 1,8 a
6,6 veces [43]. Ademas, el tratamiento con DAS aumento la expresion de HO-1 en

ratas con dafio hepético [44].

10.5. Actividad de GST

Otra enzima que mostré una disminucion en su actividad en pacientes con MFS
fue GST. Esta es una enzima metabolizadora de farmacos de fase Il que
pertenece a una familia de proteinas multifuncionales que desintoxican una amplia
variedad de xenobioticos electrofilicos al catalizar su conjugacion con GSH.
También reduce muchos hidroperéxidos organicos en alcoholes [45]. La
disminucion de la actividad de esta enzima podria favorecer la acumulacion de los
productos LPO, incluido el 4-hidroxi-2-trans-nonenal [46]. El 60% del 4-hidroxi-2-
trans-nonenal es metabolizado por la GST en las células vasculares mediante
conjugacion con GSH [47]. Las altas concentraciones de este producto de LPO

favorecen la apoptosis en las células endoteliales. En ratones sin GSTA4, se ha
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informado de un aumento del nivel de 4-hidroxi-2-trans-nonenal [48]. Sin embargo,
el tratamiento con DG pudo favorecer un aumento de esta enzima contribuyendo
asi a la reduccion de la SG. Diferentes compuestos del ajo estan relacionados con
el aumento de la actividad de esta enzima, incluidos DADS y DATS, que
aumentaron significativamente las actividades de GST en el dafio hepéatico por
tetracloruro de carbono en ratas [49]. Otro estudio demostré que los compuestos
organicos de azufre aumentaron la actividad y el ARNm de GST en el higado de
rata, y este efecto se asocié con DAS, DADS y DATS [50]. Ademas, la reduccion
de las actividades de GST y GPx también puede ser causada por el agotamiento

de GSH, ya que ambas enzimas dependen de él [51].

10.6. Biomarcadores redox del sistema no enzimatico

GSH es el antioxidante intracelular enddégeno mas abundante presente en las
células. Este tripéptido tiene la capacidad de inactivar el anion O2- y el hidroxilo
radical y juega un papel central en las defensas antioxidantes. El dafio celular
irreversible ocurre cuando la célula no puede mantener su concentracion
intracelular de GSH [52]. Nuestros resultados muestran que la concentracion de
GSH se redujo significativamente en los pacientes con MFS. Por lo tanto, podria
haber una deficiencia de las moléculas precursoras como cisteina, glutamato y
glicina o una disminucion en la actividad de las enzimas que sintetizan el GSH
como la y-glutamil-cisteina sintetasa y GSH sintetasa. Sin embargo, el tratamiento
con DG aumento la concentracion de GSH favoreciendo la reduccion del EO a
través del aporte de una mayor cantidad de esta molécula antioxidante que
también actda como sustrato de GPx y GST [53]. EIl GSH se puede obtener a
través de la dieta al consumir alimentos como el ajo, que contiene compuestos de
tioalilo como el DAS DADS y DATS. Estos compuestos mantienen el nivel de GSH
intracelular modulando su aumento y previniendo su agotamiento probablemente a

través de las enzimas que participan en la sintesis de GSH [54].

Por otro lado, existe una disfuncion endotelial que esta asociada a la mutacion del

gen FBN-1 en pacientes con MFS [55], esta disfuncién puede inactivar la eNOS y
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aumentar la expresiéon / actividad de la INOS, lo que conduce a una mayor
produccion de NO que contribuye a la inflamacién. En estudios previos en
pacientes con SMF hemos demostrado que el acido oleico aumenta [56]. Este
acido puede aumentar NF-KB que participa en la sobreproduccion de iNOS y en la
disminucion de la expresién de eNOS fosforilada. Estos cambios conducen a un
aumento de NO que se asocia con la formacion de aneurismas y disfuncion
endotelial [55]. Nuestros resultados muestran un aumento de la relacion NO3- /
NO2-. Los metabolitos NO pueden participar en la inflamacion cronica presente en
este sindrome. Ademas, la pérdida del redox, la homeostasis junto con la
induccion de la expresion / actividad de iNOS y con la posterior exacerbacion del
NO a través de la activacion de NF-kB, podria conducir a la formacion de
peroxinitritos (ONOO-). ONOO- afecta las funciones de las proteinas modificando
los grupos tiol reactivos esenciales y / o residuos de tirosina, lo que conduce a la
formacion de grupos tiol oxidados o la formacion de 3-nitrotirosina en proteinas
gue pueden inducir la S-nitrosilacion [56]. La S-nitrosilacion también puede regular
la expresion de genes proinflamatorios. Ademas, la S-nitrosilacién altera la
relajacion tanto dependiente como independiente del endotelio y estos efectos van
acompafados de una inactivacion irreversible de las enzimas antioxidantes [57].
Sin embargo, el tratamiento con DG puede favorecer la inhibicion de INOS [58]. Un
estudio reciente demostré que la administracion de SAC en ratas disminuyé
significativamente la expresion de NF-kB, TNF-a e iNOS, ejerciendo un efecto
protector contra la toxicidad inducida por cromo [53]. Por otro lado, tanto la LPO
como la carbonilacion son el resultado de la pérdida de homeostasis redox en
estos pacientes. En este sentido, la LPO es un marcador de dafio a las
membranas celulares por ROS vy la carbonilacion es un marcador de dafio proteico
por ROS. ElI NO es también un intermediario importante tanto en la LPO como en
la iniciacion de la carbonilacion a través de la formacion de ONOO- [59]. El
tratamiento con DG logr6 reducir ambos indices a través de sus componentes de

azufre modulando las enzimas antioxidantes.
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11. Conclusion

El tratamiento con DG contribuye a reducir el umbral de estrés oxidante al
aumentar las enzimas antioxidantes en el plasma en pacientes con MFS. La
aplicacion de terapias alternativas como el ajo que tiene propiedades antioxidantes
podria ayudar en la prevenciéon y mitigacién del estrés oxidante adverso en los
pacientes con MFS y por lo tanto tener un impacto beneficioso en la supervivencia
del paciente. Estos hallazgos relevantes sugieren la necesidad de realizar
estudios multicéntricos o estudios sistematicos que brinden este tipo de terapias
gue puedan mejorar el estado redox de estos pacientes y que puedan ser

adecuadas al contexto clinico de cada sujeto en particular.
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12. Limitaciones del estudio

La principal limitacién de nuestro estudio es el pequefio tamafio de la muestra de
pacientes con SMF. La patologia ocurre con una incidencia de 2-3 por 10000
individuos; por tanto, el seguimiento del proyecto experimental fue complejo.
Ademas, no se evaluaron las determinaciones de las caracteristicas demogréficas
de los pacientes con MFS después del tratamiento con DG. Los sujetos sanos
incluidos fueron perfectamente estudiados para determinar que eran los mejores

controles posibles y no hubo grupo control con tratamiento con ajo.
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