UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FES ZARAGOZA, UNAM

EFECTO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE RESVERATROL SOBRE MARCADORES DE
ESTRES OXIDANTE Y SIRTUINA 1 EN ADULTOS MAYORES CON DIABETES TIPO 2

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
BEATRIZ ISABEL GARCIA MARTINEZ

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS DR. VICTOR MANUEL MENDOZA NUNEZ
FES ZARAGOZA, UNAM

COMITE TUTOR DR. EDELMIRO SANTIAGO OSORIO
FES ZARAGOZA, UNAM

DR. JOSE PEDRAZA CHAVERRI
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

MEXICO, CD. MX. MARZO, 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FES ZARAGOZA, UNAM

EFECTO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE RESVERATROL SOBRE MARCADORES DE
ESTRES OXIDANTE Y SIRTUINA 1 EN ADULTOS MAYORES CON DIABETES TIPO 2

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA:
BEATRIZ ISABEL GARCIA MARTINEZ

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS DR. VICTOR MANUEL MENDOZA NUNEZ
FES ZARAGOZA, UNAM

COMITE TUTOR DR. EDELMIRO SANTIAGO OSORIO
FES ZARAGOZA, UNAM

DR. JOSE PEDRAZA CHAVERRI
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

MEXICO, CD. MX. MARZO, 2024



PSS L RADC

Sl BN AET] A &

®BI0LOGICAS ®

COORDINACION GENERAL DE ESTUDIOS DE POSGRADO
COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
ENTIDAD FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
OFICIO: CGEP/CPCB/ FESZ /0159/2024

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. lvonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del Posgrado en Ciencias
Bioldgicas, celebrada el dia 27 de noviembre del 2023, se aprobd el siguiente jurado para el examen de
grado de DOCTORA EN CIENCIAS de la estudiante GARCIA MARTINEZ BEATRIZ ISABEL con
nimero de cuenta 408039527 con la tesis titulada "EFECTO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE
RESVERATROL SOBRE MARCADORES DE ESTRES OXIDANTE Y SIRTUINA 1 EN ADULTOS
MAYORES CON DIABETES TIPO 2", realizada bajo la direccién del DR. VICTOR MANUEL MENDOZA
NUNEZ, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DRA. ISABEL ARRIETA CRUZ

Vocal: DRA. ALDA ROCIO ORTIZ MUNIZ
Vocal: DRA. MIRNA RUIZ RAMOS
Vocal: DRA. RAQUEL RETANA UGALDE

Secretario: DR. JOSE PEDRAZA CHAVERRI

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE ) )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 06 de febrero de 2024

COORDINADOR DEL PROGRAMA

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

c. c. p. Expediente del alumno
AGNS/CEC/EARR/cec
COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Unidad de Posgrado, Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P 04510 CDMX Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



Agradecimientos

Al Posgrado en Ciencias Biologicas, UNAM.

A la Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) a través del Programa de

Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (PAPIIT IN308120).

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCyT)
por el apoyo otorgado mediante el Programa de Becas para Estudios de Posgrado,
con numero de CVU 706595.

A mi tutor principal, el Dr. Victor Manuel Mendoza Nufiez por dirigirme durante la realizacion de

esta investigacion, por el tiempo, dedicacion, paciencia, asi como por la confianza brindada.

A los miembros de mi comité tutor:

Dr. José Pedraza Chaverri y Dr. Edelmiro Santiago Osorio por su tiempo y sus conocimientos.

A la Dra. Mirna Ruiz Ramos por el apoyo y la compaiiia durante todo el proyecto.

A todos los integrantes del proyecto RV por la ayuda brindada.



Dedicatorias

A todos los voluntarios que confiaron en nosotros

y participaron con entusiasmo y constancia.

A mi madre y hermanos que me apoyan siempre

y me ayudan a encontrar la motivacion para continuar.

A mis personas favoritas en el mundo: Jessy, Joaquin y Jesus.

Ustedes son mi motor. Los amo.

Y finalmente a Dios.



Indice
RESUMEN
ABSTRACT
Il. INTRODUCCION
1. MARCO TEORICO

[ll.1. Geroscienciay hallmarks del envejecimiento

[11.2. Diabetes mellitus tipo 2 y estrés oxidante
[11.2.1. Epidemiologia de la DM2
l11.2.2. Fisiopatologia de la DM2
[11.2.3. Estrés oxidante (EOXx)

[11.2.4. El papel del EOx en la DM2

[11.3 Alternativas terapéuticas para controlar el EOx en la DM2
[11.3.1. Vitaminas Cy E
[11.3.2. Berberina
[11.3.3. Curcuminoides
[11.3.4. Polifenoles
[11.4 Resveratrol

[11.4.1. Caracteristicas y propiedades antioxidantes e
hipoglucemiantes del RV

[11.4.2. Mecanismos antioxidantes e hipoglucemiantes del RV
[11.4.3. RV como modulador de SIRT1

[11.4.4. Evidencia de las aplicaciones terapéuticas del RV en la
DM2

[11.4.5. Toxicidad del RV

H

12

14

16

18

24

29

29

29

30

30

31

31

33

34

36

37



VI.

VII.

VI
IX.
X.
XI.
XIl.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

HIPOTESIS

OBJETIVOS

VI.1 Objetivo general

VI.2 Objetivos especificos

MATERIAL Y METODOS

VII.1 Universo y tipo de estudio

VII.2 Variables

VII.3 Técnicas
VII.3.1 Presién arterial e indice de masa corporal
VII.3.2 Mediciones bioquimicas
VI11.3.3 Medicion de marcadores de estrés oxidante

VI1.3.4 Medicién de la concentracion de SIRT1

VIl.4. Andlisis estadistico

VII.5. Aspectos éticos y legales

. RESULTADOS

DISCUSION
CONCLUSIONES
PERSPECTIVAS
REFERENCIAS
ANEXOS
Anexo 1. Consentimiento informado
Anexo 2. Comité de Bioética y Bioseguridad de la FES Zaragoza
Anexo 3. Articulo requisito
Anexo 4. Publicaciones derivadas de la investigacion

40

42

43

44

44

44

46

46

47

50

58

59

59

60
67
74
75
76



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Alteraciones celulares y moleculares involucradas en el
envejecimiento y en el desarrollo de enfermedades asociadas a la edad.

Figura 2. Fisiopatologia de la DM2.
Figura 3. Clasificacion de los antioxidantes.

Figura 4. Activacion de vias alternativas como consecuencia de la
hiperglucemia.

Figura 5. Estructura quimica del RV

Figura 6. Propuesta de mecanismos a traves de los cuales el RV ejerce
sus efectos benéficos

Figura 7. Diagrama general del estudio.

Figura 8. Concentracion de SIRT1 en los grupos de estudio pre y post-
tratamiento.

Péagina
10
18

22

25

31

35

45

66



INDICE DE CUADROS Pagina

Cuadro 1. Efecto del RV como coadyuvante en el tratamiento de la 38
DM2

Cuadro 2. Operacionalizacion de las variables del estudio. 46
Cuadro 3. Presion arterial e IMC en los grupos de estudio pre y post- 62

tratamiento

Cuadro 4. Parametros bioquimicos de los grupos de estudio, pre y 63
post-tratamiento

Cuadro 5. Marcadores de EOx en los grupos de estudio, pre y post- 64
tratamiento

Cuadro 6. indice de EOx en los grupos de estudio pre y post- 65
tratamiento



ABREVIATURAS

8-Iso 8-isoprostanos

4-HNE 4-hidroxinonenal

ABTS 2,2’-azido-di etilbenzotiazolinsulfonato

ABTS* I6n 2,2’-azido-di etilbenzotiazolinsulfonato

AChE Acetilcolinesterasa

ADP Adenosin difosfato

AGEs Productos finales de glicacion avanzada (del inglés
Advanced Glycation End products)

Akt Cinasas serinal/treonina

AMPK Proteina cinasa activada por adenosin monofosfato

ANOVA Analisis de la varianza

ARE Elemento de respuesta antioxidante

ATP Adenosin trifosfato

BHT Butiril-hidroxitolueno

Blk Blanco

Bo Unién méaxima (bond)

CAT Catalasa

COX Ciclooxigenasas

CYP1A1 Citocromo p450 Al

DAG Diacilglicerol

DE Desviaciéon estandar

DNA Acido desoxirribonucleico

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

ECNT Enfermedades crénicas no transmisibles

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EIA Afinidad eicosanoide

EOM Estrés oxidante modera

EOS Estrés oxidante severo

EOx Estrés oxidante

ERNs Especies reactivas de nitrégeno

EROs Especies reactivas de oxigeno

EtOH Etanol

F6P Fructosa-6-fosfato

FOXO Proteinas FOX (forkhead box) clase O

G6P Glucosa-6-fosfato

GAP Brecha antioxidante

GE Grupo experimental

GFAT Glucosamina-fructosa-amidotransferasa



Grupo placebo

Péptido 1 similar al glucagén
Transportador de glucosa
Gliceraldehido-3-fosfato
Dihidroxiacetona-3-fosfato

Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation reducido

Glutatién oxidado

Hemoglobina glicada

Lipoproteinas de alta densidad

Agua

Peroxido de hidrogeno

Inflamacion crénica

Molécula de adhesion intercelular 1
indice de estrés oxidante

Interferén y

Molécula inhibidora del factor nuclear kB
Interleucina

indice de masa corporal
2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio
Sustrato del receptor de insulina
Lipoproteinas de baja densidad

Radical peroxilo

Peréxido lipidico

Lipoperoxidos

Malonaldehido

Diana de rapamicina en células de mamifero
Nicotin adenin dinucle6tido

Nicotin adenin dinucle6tido reducido
Nicotin adenin dinucledétido fosfato
Nicotin adenin dinucledétido fosfato reducido
Hidréxido de sodio

Factor nuclear kB

Proteina 3 del receptor tipo NOD

Oxido nitrico

Union no especifica (Non-specific bond)
Factor nuclear eritroide similar al factor 2
Oxigeno molecular

Radical superoxido



02% Radical peréxido

OH- Radical hidroxilo

OMS Organizacion Mundial de la Salud

ONOO- I6n peroxinitrito

p38 MAPK Cinasa activada por mitdgeno p38

PAD Presion arterial distolica

PAS Presion arterial sistélica

PARP1 Poli (ADP-ribosa) polimerasa-1

PCK Proteina cinasa C

PCR Proteina C reactiva

PGs Prostaglandinas

PGC1l-a Coactivador del receptor activado por proliferador de
peroxisomas 1a

PI3K Fosfatidilinositol-3-cinasa

PPAR Receptor activado por proliferadores peroxisomicos

RAGE Receptor de los AGEs

RI Resistencia a la insulina

RL Radicales libres

RV Resveratrol

SASP Fenotipo secretor asociado a senescencia

SDH Sorbitol deshidrogenasa

SIRT1 Sirtuina 1

SOD Superéxido dismutasa

STAT3 Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3

TA Actividad total (total activity)

TAS Estado antioxidante total (total antioxidant status)

TBARS Sustancias reactivas al 4cido tiobarbiturico

TGFa Factor de crecimiento transformante a

TGFB Factor de crecimiento transformante 3

TMP 1,1,3,3-tetrametoxipropeno

TNFa Factor de necrosis tumoral a

UCP-2 Proteina desacopladora-2

UDP-GIcNAc Uridina difosfato-N-acetilglucosamina

VCAM-1 Molécula de adhesién vascular celular 1

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad

XOD Xantin oxidasa



l. RESUMEN
Antecedentes. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad cronica no transmisible
(ECNT) de tipo metabdlico que afecta a gran parte de la poblacién adulta en el mundo, con una
incidencia significativamente elevada en los adultos mayores. Asimismo, la DM2 es causante de
varias complicaciones diabéticas vinculadas con alteraciones micro y macrovasculares, tales
como nefropatia, retinopatia y neuropatia, en cuya fisiopatologia estan involucrados el estrés
oxidante (EOx) e inflamacion crénica (IC). Por tal motivo se ha recomendado el consumo de
compuestos de origen natural con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e
hipoglucemiantes como adyuvantes para el tratamiento de la DM2. En este sentido, uno de los
mas utilizados es el resveratrol (RV), cuyo compuesto (polifenol) ha sido ampliamente ensayado
en estudios realizados en cultivos celulares y modelos animales, en los que han demostrado sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias e hipoglucemiantes, en las cuales la sirtuina 1
(SIRT1) tiene un papel clave; no obstante, los resultados reportados en estudios clinicos en

humanos son controvertidos.

Objetivo. Evaluar el efecto de la administracion oral de resveratrol a dosis de 500 mg/dia en
comparacion con 1000 mg/dia sobre marcadores de estrés oxidante y sirtuina 1 en adultos

mayores con diabetes tipo 2.

Métodos. Previo consentimiento informado, se realizé un ensayo clinico aleatorizado doble ciego
en 97 adultos mayores con DM2 para evaluar el efecto del RV sobre los marcadores de EOx y
concentraciones sanguineas de SIRT1. Para ello se formaron aleatoriamente 3 grupos de
estudio: i) Grupo experimental (GE) 1000 (n=37) quienes recibieron 1000 mg/dia de RV en
capsulas; ii) GE500 (n=32), que recibieron 500 mg/dia de RV en capsulas; iii) Grupo placebo (GP)
(n=28) quienes recibieron capsulas fisicamente idénticas a las de RV con placebo como
contenido. Se midieron al inicio y seis meses después del tratamiento los marcadores bioquimicos
(biometria hematica, quimica sanguinea y hemoglobina glicosilada (HbA1c)), marcadores de EOx
(LPO, lipoperoxidos; 8-lso, 8-isoprostanos; SOD, superéxido dismutasa; GPx, glutation
peroxidasa; CAT, catalasa; TAS, estado antioxidante total (total antioxidant status); GAP, brecha
antioxidante), y se cuantificaron los niveles de SIRT1 en suero. También se estimé el indice de

estrés oxidante (IEOx).




Resultados. Se encontré un aumento significativo (p<0,05) en TAS, GAP, actividad de SOD y
los niveles de SIRT1 en el GE1000 después de seis meses de tratamiento en comparacion con
el GP. También se observé una disminucion en el IEOx. En contraste no se observaron
diferencias significativas en los marcadores de EOx y concentracién de SIRT1 entre el GE500 y
GP (p>0.05).

Conclusiones. Nuestros hallazgos sugieren que el consumo de 1000 mg/dia de RV ejerce un
efecto antioxidante mas eficiente aunado a un incremento de la concentracion sérica de SIRT1

que 500 mg/dia en adultos mayores con DM2.




ABSTRACT

Background. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic non-communicable disease (NCD)
that affects a lot of the adult population in the world, with a significantly higher incidence in older
adults. Likewise, T2DM causes several diabetic complications linked to micro- and macrovascular
alterations, such as nephropathy, retinopathy and neuropathy, in whose pathophysiology oxidant
stress (OS) and chronic inflammation (ClI) are involved. For this reason, the consumption of natural
compounds with antioxidant, anti-inflammatory and hypoglycemic properties has been
recommended as adjuvants for the treatment of T2DM. In this sense, one of the most used is
resveratrol (RV), whose compound (polyphenol) has been widely tested in studies carried out in
cell cultures and animal models, in which its antioxidant, anti-inflammatory and hypoglycemic
properties have been demonstrated, in which sirtuin 1 (SIRT1) has a key role. However, the results

reported in human clinical studies are controversial.

Aim. To evaluate the effect of oral administration of resveratrol at doses of 500 mg/day compared

to 1000 mg/day on markers of oxidative stress and sirtuin 1 in older adults with type 2 diabetes.

Method. We carried out a double-blind randomized clinical trial in 97 older adults with T2DM. They
were randomly assigned to one of three groups: i) Experimental group (EG) 1000 (n= 37) who
received 1000 mg/day of RV in capsules; ii) EG500 (n= 32), who received 500 mg/day of RV in
capsules; iii) Placebo group (PG) (n=28) who received capsules with placebo as content.
Biochemical markers (hematic biometry, blood chemistry and glycosylated hemoglobin (HbAlc),
OS markers (LPO, lipoperoxides; 8-1so, 8-isoprostanes; SOD, superoxide dismutase; GPX,
glutathione peroxidase; CAT, catalase; TAS, total antioxidant status; GAP, antioxidant gap) and
serum levels of SIRT1 were measured at baseline and after six months of follow-up. The oxidant

stress index (OSI) was also estimated.

Results. A significant increase (p<0.05) was found in TAS, GAP, SOD activity and SIRT1 levels
in the EG1000 after six months of treatment compared to PG. A decrease in OSI was also
observed. In contrast, no significant differences were observed in OS markers and SIRT1
concentration between EG500 and PG (p>0.05).

Conclusion. Our findings suggest that consumption of 1000 mg/day of RV exerts a more efficient
antioxidant effect coupled with an increase in serum SIRT1 concentration than 500 mg/day in
older adults with T2DM.




1. INTRODUCCION
La DM2 es una ECNT de tipo metabdlico que se origina como consecuencia de la
ineficacia por parte del organismo para producir y/o utilizar la insulina, cuya hormona esta
estrechamente involucrada en el metabolismo de la glucosa, lo cual desencadena
hiperglucemia. La DM2 es un problema de salud publica a nivel mundial; de hecho, se ha
estimado una prevalencia del 10,5% proyectandose un incremento al 12,2 % para el 2045
en poblacién de 20 a 79 afios, siendo significativamente mas alta en adultos mayores.
Esto resulta preocupante, ya que a largo plazo la hiperglucemia provoca complicaciones
micro y macrovasculares que afectan la estructura y funciéon de 6rganos como los ojos,
riilones, corazén y cerebro, por lo que constituye un riesgo elevado de discapacidad,
fragilidad y mortalidad temprana, ademas de representar una enorme carga para el

sistema de salud.

Se ha demostrado que la hiperglucemia es responsable de la generacion excesiva de
radicales libres (RL) y/o especies reactivas de oxigeno (EROs) que provocan dafio
oxidativo a las biomoléculas, debido a que la glucosa sérica excedente se auto-oxida o
puede activar vias poco comunes con lo cual contribuye con la produccion de EROs que,
de no ser controladas por los sistemas antioxidantes, alteran el funcionamiento de las
células, cuyo trastorno bioquimico es definido como EOx. El exceso de EROs afecta la
conduccion nerviosa desencadenando la aparicidn de neuropatia y deterioro cognitivo,
incluso es un factor de riesgo para la enfermedad de Alzheimer. Asimismo, altera la
estructura y funcion de las células renales, provocando nefropatia; e incluso esta

asociado con la retinopatia diabética.

Por otro lado, el proceso de envejecimiento per se (por si mismo) incrementa la formacion
de EROs, razon por la cual el grado de EOx es signifivativamente elevado en los adultos

mayores enfermos de DM2.




En este marco, ademas de los farmacos hipoglucemiantes, se han propuesto opciones
terapéuticas alternativas que permitan atenuar el dafio oxidativo y con ello retrasar la
aparicion de las complicaciones de la DM2. Al respecto, una de las opciones ampliamente
ensayadas es el RV, un compuesto polifendlico perteneciente a la familia de los
estilbenos que posee la capacidad de ceder electrones a los RL y EROs, convirtiéndolo
en un potente antioxidante. En este sentido, algunos estudios han demostrado la utilidad
del RV como coadyuvante en el tratamiento de las ECNT, cuya fisiopatologia involucra

EOx e IC, entre las que destaca la DM2.

Los mecanismos terapéuticos del RV se atribuyen en gran medida a su capacidad de
activar a la SIRT1, una enzima desacetilasa que participa en ciertas vias de sefializacion
inmersas en la biogénesis y funcién mitocondrial, la respuesta de las células a la insulina,

el control del dafio oxidativo y la homeostasis metabdlica.

Los estudios realizados en cultivos celulares y en modelos animales con DM2 sugieren
gue el RV ejerce efectos antioxidantes, antiinflamatorios e incluso hipoglucemiantes; no
obstante, las evidencias cientificas en humanos son controversiales. Tales discrepancias
se han atribuido a las diferencias en edad y condiciones de salud de los participantes, a
la duracion de las intervenciones y a las dosis empleadas, mismas que van desde los 10
mg/dia hasta los 3000 mg/dia. En este sentido, en una revision sistematica y meta-
analisis realizada por nuestro grupo de investigacion encontramos que las dosis mayores
a 100 mg/dia ejercen un efecto hipoglucemiante, aunque dicho efecto es superior con
dosis de 500-1000 mg/dia. Esto sugiere que las propiedades terapéuticas del RV se
presentan de manera dosis-dependiente, por tal motivo, el propdsito del presente estudio
fue evaluar el efecto de la administracion oral de RV a dosis de 500 mg/dia en
comparacion con 1000 mg/dia sobre marcadores de EOx y SIRT1 en adultos mayores
con DM2.




. MARCO TEORICO
Desde el inicio de los tiempos, el ser humano ha tratado de averiguar la razon por la cual
envejece; no obstante, el envejecimiento humano es un tema tan complejo que hasta el
momento no existe un consenso sobre su definicion y, por ende, tampoco se conocen las
causas. Los expertos en el campo consideran las siguientes caracteristicas para tratar
de definirlo: i) Dafio estructural, ii) Deterioro funcional, iii) Agotamiento de la reserva
requerida como mecanismo de compensacion, iv) Cambios fenotipicos e v) Incremento
de la probabilidad de muerte. Acorde con ello podemos intentar definir al envejecimiento
como un proceso caracterizado por una disminucién relativa de la reserva y respuesta
bioldgica ante las exigencias para mantener o recuperar la homeostasis, el cual cursa
con disminucién progresiva del rendimiento de 6rganos, aparatos y sistemas, que surgen
como resultado de las modificaciones morfologicas, fisiologicas, bioquimicas,
psicoldgicas y sociales propiciadas por la carga genética y el desgaste acumulado ante

los retos que enfrenta la persona a lo largo de su historia en un ambiente determinado.?

Con respecto a las posibles causas del envejecimiento, recientemente se ha propuesto
que las constantes interacciones quimicas que ocurren entre los metabolitos de rapido
recambio y los metabolitos de recambio lento que forman parte de las macromoléculas,
son responsables de las caracteristicas del envejecimiento biol6gico.2 Esto debido a que
los subproductos metabdlicos interactian entre si formando aductos estables, mismos
que pueden eliminarse si estdn conformados por moléculas de rapido recambio; sin
embargo, cuando los aductos formados derivan de moléculas de recambio lento tienden
a acumularse, alterando de manera progresiva la funcionalidad de las macromoléculas
de larga vida e incrementando la probabilidad de que la célula se dirija al estado de
senescencia.® Dicho estado se ha implicado estrechamente con el envejecimiento ya que
las células senescentes presentan cambios que pueden afectar su funcionalidad y
comprometer al tejido del que forman parte, provocando dafio estructural, deterioro
funcional y cambios fenotipicos, mismos que caracterizan al envejecimiento; no obstante,

la senescencia no es el Unico mecanismo involucrado.




Actualmente el estudio del proceso de envejecimiento esta inmerso en el campo de la
Gerosciencia, cuyo objetivo es analizar, comprender e intervenir en los mecanismos
biolégicos comunes de dicho proceso con las ECNT, precisando los denominados
“Hallmarks” del envejecimiento.>4> Al respecto, se establece que con el paso del tiempo
(mayor edad) se incrementa el riesgo de presentar ECNT, por lo que se asume que el
envejecimiento per se es un factor de riesgo de ECNT, incluso se ha sugerido que el
envejecimiento deberia ser catalogado como una enfermedad,'*® por lo que identificar
los mecanismos involucrados en dicho proceso ayudaria a disefiar estrategias

terapéuticas y preventivas que permitan extender el tiempo de vida de la salud humana.®’

lll.1 Gerosciencia y Hallmarks del envejecimiento

Como ha sido mencionado, la complejidad del proceso biolégico de envejecimiento es un
tema de actualidad, sin embargo, los expertos en el campo aun no saben con exactitud
las causas por las cuales envejecemos, aunque se han identificado algunos mecanismos
(hallmarks) involucrados.*® Entre estos, destacan la inestabilidad del genoma que surge
como consecuencia de la acumulaciébn de mutaciones y lesiones que sufre el acido
desoxirribonucleico (DNA), las alteraciones epigenéticas, el acortamiento de teldmeros
que induce senescencia celular, las alteraciones postraduccionales de las proteinas, las
alteraciones en la actividad autofagica de los lisosomas, la inflamacién y el EOx.2° Las
interacciones entre tales eventos, son responsables de las alteraciones morfologicas y
fisiologicas que se presentan durante el proceso de envejecimiento, ademas de estar
implicadas en el desarrollo de ECNT, por lo que dilucidarlas y comprenderlas resultan de
vital importancia para incrementar la esperanza de vida y retrasar el desarrollo de ECNT,

tal como lo proponen los expertos en el campo de la gerosciencia.®

Los avances cientificos han permitido establecer que el envejecimiento es producto de
modificaciones a nivel celular y molecular pues el DNA, las proteinas, los lipidos, los
carbohidratos e incluso los organelos celulares pueden sufrir y acumular dafios a causa
de la constante exposicion de la célula a factores estresantes, entre los que se
encuentran las EROs y las especies reactivas de nitrogeno (ERNS), la limitacion de

nutrientes, la luz ultravioleta y las toxinas, principalmente.! Dichos factores




desencadenan mecanismos que se presentan durante el envejecimiento y también en las

ECNT.> Tales mecanismos son: senescencia celular, epigenética, disfuncion

mitocondrial, alteraciones en la proteostasis, modificaciones en la actividad autofagica,

inflamacion, neurodegeneracion, disfuncion endotelial y EOx (Figura 1). A continuacion,

se describen brevemente los mecanismos mencionados.

Senescencia celular. Es un estado de supresion de la proliferacion, en el cual se
mantienen las funciones metabdlicas y la viabilidad celular.’? La senescencia
puede ser: a) Replicativa, que surge cuando los telomeros se desgastan y acortan
su longitud hasta alcanzar un punto critico; b) No replicativa que surge como
respuesta ante el dafio provocado por factores estresantes como el dafio
oxidativo.'31% En ambos casos, puede presentarse dafio al DNA y se activa un
mecanismo que dirige a la célula a un estado de senescencia para limitar la
propagacion aberrante del dafio causado.'® Las células senescentes secretan un
conjunto de moléculas que reciben el nombre de fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP, senescence associated secretor phenotype), capaz de alterar

los tejidos de los que forman parte y desencadenar la apariciéon de ECNT.415

Epigenética. La informacion epigenética se modifica como resultado de la
exposicién a factores exdgenos y enddgenos, provocando que se incorporen
diferentes variantes de histonas y se alteren los patrones de metilacién del DNA,
lo que modifica la cromatina y desencadena inestabilidad genémica.® Durante el
proceso de envejecimiento se pierde la conformacion del epigenoma y se alteran
patrones de expresién génica;, ademas, las histonas sufren modificaciones
postraduccionales que también afectan la expresién génica.l” Una de las
modificaciones que surge por la exposicion a factores ambientales, es la adicion
de un grupo metilo a la citosina del DNA, produciendo represién transcripcional.
Esta represion es util para inhibir la expresion de genes innecesarios en ciertos
tejidos por lo que una modificacion en el patron de metilacion podria incrementar
el riesgo de desarrollar cancer, neurodegeneracion y autoinmunidad, entre otras

patologias.'®




Disfuncién mitocondrial. La mitocondria produce la energia necesaria para las
células eucariotas e interviene en las vias que regulan la muerte celular
programada o apoptosis.'® Durante el envejecimiento se incrementa la produccién
de EROs con el subsecuente dafio oxidativo a los componentes mitocondriales,
con lo que se reduce su capacidad para suministrar energia, y como consecuencia
se alteran las funciones celulares.?° Por otro lado, las mitocondrias realizan ciclos
de fusion y fisién, y las alteraciones en dichos procesos se han asociado al
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, desérdenes metabdlicos y al
envejecimiento.?! Asimismo, para mantener una poblacién mitocondrial saludable,
las mitocondrias defectuosas son eliminadas por mitofagia; sin embargo, algunas
patologias relacionadas con la edad, incluidas la neurodegeneracion y las
enfermedades inflamatorias, se caracterizan por la acumulacion de mitocondrias
disfuncionales, dada la desregulacién de la mitofagia durante el proceso de

envejecimiento.??

Alteraciones en la proteostasis. Las proteinas son las biomoléculas responsables
de modular muchas de las vias metabdlicas necesarias para la vida. En este
sentido, se ha observado que la acumulacion de proteinas dafiadas u oxidadas
debido a alteraciones en el plegamiento y agregacion de proteinas, asi como el
deterioro del proteasoma ocurren durante el proceso de envejecimiento y estan
involucradas en la fisiopatologia de diversas enfermedades.?® A raiz de ello ha
surgido el concepto proteostasis u homeostasis proteica, que implica la correcta
participacion de varios sistemas que mantienen el equilibrio de las proteinas que
se sintetizan, se pliegan, y son estructural y bioquimicamente funcionales, ademas
de llevar a cabo la degradaciéon y desecho de las proteinas dafiadas.?* La
proteostasis resulta ser particularmente importante en células que no se dividen,
como las neuronas, cuyas maquinarias proteostaticas se tornan menos eficientes
con el envejecimiento, provocando la acumulacion de proteinas mal plegadas, que

son la principal causa de enfermedades neurodegenerativas.?®
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Figura 1. Alteraciones celulares y moleculares involucradas en el envejecimiento y en el desarrollo de enfermedades asociadas a la edad.
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Alteraciones de la autofagia. La autofagia es un proceso por medio del cual los
componentes intracelulares y el material extracelular incorporado a la célula se
envian a los lisosomas para su degradacion, posteriormente se reciclan y
reutilizan.?® Este proceso participa en el control de calidad celular, por lo que su
desregulacion se ha relacionado con la fisiopatologia de las enfermedades
neurodegenerativas, los trastornos metabolicos, el cancer y el envejecimiento.
Durante este ultimo, se ha observado que la eficiencia de la autofagia disminuye
y su regulacién se altera, provocando que se acumulen macromoléculas y
organelos dafiados, que a su vez alteran otras vias metabdlicas y eventualmente

conllevan al desarrollo de enfermedades.?’

Inflamacién. Durante el envejecimiento se desarrolla una IC y de bajo grado,
llamada inflammaging, que contribuye a la patogenia de las ECNT. Este
inflammaging ocurre en ausencia de infeccion y es principalmente impulsado por
sefales enddgenas que activan al sistema inmunoldgico innato, favoreciendo el
dafio a nivel molecular, organico y sistémico, ademas de reducir la capacidad de
respuesta ante nuevos antigenos.?® Aunado a ello, el sistema inmunoldgico se ve
afectado durante el proceso de envejecimiento, pues este ultimo interfiere con el
funcionamiento de las células inmunitarias innatas y adaptativas. Tal proceso es
conocido como inmunosenescencia y contribuye a una mayor susceptibilidad a
infecciones, canceres, enfermedades autoinmunes.?® El inflammaging o estado
inflamatorio crénico relacionado con la edad se encuentra intimamente ligado a la
mayoria de los padecimientos crénicos,?® por lo que identificar las vias que lo
controlan permitiria comprender mejor la relacién entre el envejecimiento y las
ECNT.

Neurodegeneracion. Ademas de la disminucion de las funciones fisicas, el
envejecimiento humano cursa con un deterioro gradual de las funciones
cognitivas, lo que implica mayor riesgo de desarrollar enfermedades

neurodegenerativas, por lo que se considera al envejecimiento como el factor de
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riesgo mas importante para el desarrollo de dichas enfermedades.®® Las
enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida crénica y
progresiva de neuronas y sus conexiones sinapticas, que ocurre como resultado
de la inestabilidad gendmica, el desgaste de los telémeros, la pérdida de
proteostasis, la disfuncion mitocondrial y la senescencia celular excesiva; siendo
todas estas caracteristicas del envejecimiento.®! Aunado a ello, se considera que
la inflamacion podria ser el factor causal mas importante en las enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con la edad, ya que la "neuroinflamacion” se

asocia con un nimero significativamente menor de neuronas.3?

- Disfuncién endotelial. Con el envejecimiento se presentan cambios vasculares
relacionados con el acortamiento de telémeros, la apoptosis, la disfuncién de
células endoteliales, el incremento de la vasoconstriccion dependiente del
endotelio, la disminucion en la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) y el aumento
de la rigidez vascular.®® Ademas, se ha observado que el envejecimiento y las
enfermedades crénicas incrementan la actividad de la endotelina 1, encargada de
estimular la actividad vasoconstrictora, la proliferacion celular, la coagulacion, la
inflamacion y la generacién de EROs; favoreciendo el desarrollo y la progresion
de ECNT.3* Asimismo, las células endoteliales presentan teldmeros mas cortos, lo
que provoca disfuncién endotelial y paulatinamente desencadena enfermedades

cardiovasculares.®®

Los mecanismos mencionados se encuentran implicados en el proceso de
envejecimiento y también estan intimamente ligados al desarrollo de ECNT, tales como
la DM2.




[1l.2 Diabetes tipo 2 y estrés oxidante

La DM2 es una ECNT de tipo metabdlica caracterizada por hiperglucemia, que se
desencadena como resultado de alteraciones en la produccion y/o funcion de la insulina.
El metabolismo de los carbohidratos es el principal afectado por la DM2; sin embargo,
también se ve alterado el metabolismo de los lipidos y en menor medida el de las
proteinas.3® Aun cuando no se conoce con precision la causa de la DM2, se sabe que es
una enfermedad multifactorial estrechamente ligada a factores ambientales y genéticos.
La DM2 se genera como consecuencia de un defecto progresivo en la secrecion y/o
accion de la insulina, hormona necesaria para la captacion de glucosa y su posterior
aprovechamiento por parte de las células, ocasionando resistencia periférica a ella y

dirigiendo a un incremento en los niveles plasmaticos de glucosa.®’

Existen otros tipos de diabetes; como la diabetes mellitus tipo 1 que es de etiologia
autoinmune y se caracteriza por la destruccién masiva y casi en su totalidad de las células
B pancreaticas que se encargan de la sintesis y secrecién de insulina, este tipo de
diabetes representa entre 5 y 10% de los casos de diabetes. También existe la diabetes
gestacional en la cual la hiperglucemia aparece en cualquier etapa del embarazo, se
presenta entre el 3 y 9% de las mujeres embarazadas y comiunmente se resuelve tras el
parto. Existe un cuarto tipo de diabetes en la que se incluye la secundaria u otros tipos
especificos de diabetes, en esta categoria se engloba a aquellas provocadas por defectos
monogénicos de la funcidn de las células beta, por defectos genéticos de la accion de la
insulina, por enfermedad pancreética exocrina y por endocrinopatias, entre otros. Pese a
la existencia de los diferentes tipos de diabetes, la DM2 es la mas frecuente, pues
representa de 90 a 95% de todos los casos de diabetes.®¢3” También se ha propuesto el
concepto de diabetes mellitus tipo 3, con el propésito de resaltar los mecanismos

fisiopatoldgicos comunes entre la DM2 y la enfermedad de Alzheimer.38
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Asociacion Americana
de Diabetes (ADA) el diagnostico de DM2 se confirma si se cumple con uno de los

siguientes criterios:3°

- Glucosa plasmatica 2126 mg/dL (7,0 mmol/L) en condiciones de ayuno

- Glucosa plasmatica 2200 mg/dL (11,1 mmol/L) después de una carga oralde 75 g
de glucosa o como resultado de una prueba aleatoria

- Hemoglobina glicada (HbAlc) 26,5%

Dentro de los criterios diagnosticos también se consideran los de prediabetes que es una
condicién de hiperglucemia intermedia ya que los niveles de glucosa y HbAlc estdn mas
elevados de lo normal pero no alcanzan los que se presentan en la DM2; no obstante,
esto representa un riesgo demasiado alto para desarrollar DM2. Los criterios de
diagnéstico de prediabetes son: glucosa plasmatica de 100-125 mg/dL (5.6-6.9 mmol/L)
en ayuno; glucosa plasmatica de 140 a 199 mg/dL (7.8-11.1 mmol/L) después de una
carga oral de 75 g de glucosa; HbAlc de 5.7 a 6.4%.%°

[11.2.1 Epidemiologia de la DM2

La DM2 es una de las ECNT de mayor prevalencia, situacion realmente preocupante
dada la cantidad de complicaciones derivadas de dicha enfermedad, las cuales son
causantes de discapacidad, dependencia e incluso muerte.*® Esto impacta de manera
negativa sobre la calidad de vida de quienes padecen DM2 y sus familias, ademas de
afectar severamente su economia. Asimismo, los costos de salud se incrementan debido
a la mayor necesidad de atencion médica y la disminucién de la productividad de los

individuos con DM2.40:41

La prevalencia mundial de DM2 ha alcanzado cifras alarmantes, se estima que en 2021
fue del 10.5% (536.6 millones) en personas de 20 a 79 afios; siendo mayor en hombres
gue en mujeres (10.8% vs 10.2%). Ademas, esta proporcion incrementa con la mayor
edad, alcanzando hasta un 24% en adultos mayores de 75 afios. Aunado a ello, se ha

estimado que en 2045 habra 783 millones de personas con DM2 (12.2% de la poblacion
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mundial).*! Esto resulta preocupante considerando los elevados costos de la enfermedad,
ya que el 77% de los individuos con DM2 (414 millones) se concentran en paises de
ingresos medios, entre los cuales se encuentra México. Al respecto, la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (Ensanut 2022) estimo que 12.6% de los mexicanos mayores de 20
afos viven con DM2; es decir que poco mas de 16 millones de los 129 millones de
habitantes mexicanos estimados por el INEGI en 2022 padecen DM2.4? Esta cifra implica
gue nuestro sistema de salud invierte gran parte de sus recursos econdmicos en el
tratamiento de la DM2 puesto que la enfermedad cursa con complicaciones micro y

macrovasculares que requieren de atencion médica.

Las complicaciones microvasculares son afectaciones a nivel de los vasos sanguineos
de menor diametro (capilares), principalmente de retina, rifiones y nervios periféricos;
tales afectaciones son causantes de retinopatia, nefropatia y neuropatia,
respectivamente.*® La retinopatia que puede provocar pérdida de la vision, se presenta
en aproximadamente 12% de los diabéticos que residen en paises desarrollados;** no
obstante, esta cifra es mayor en paises en vias de desarrollo como México, donde
alcanza hasta un 31%.4° En cuanto a la nefropatia, causante de enfermedad renal
crénica, se estima que se presenta en alrededor del 30% de los sujetos con DM2.4345 La
neuropatia es la mas frecuente de las complicaciones microvasculares, ya que se
presenta hasta en un 50% de las personas que padecen DM2, causando dolor, pérdida
de movilidad e incluso amputaciones debido al desarrollo de pie diabético.*® Estas
complicaciones se presentan entre 5 y 10 afios después del diagnéstico de la
enfermedad, afectanto la calidad de vida de quienes pareden DM2, ya que en ocasiones

presentan mas de una complicacion, lo cual limita sus capacidades.*®

Las complicaciones macrovasculares afectan a las arterias en general y son causantes
de enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad cerebrovascular, arritmias y enfermedad
vascular periférica, las cuales aumentan de manera considerable la morbi-mortalidad
cardiovascular entre las personas con DM2, constituyendo la principal causa de muerte

en dichas personas.*®4” Tanto las complicaciones micro como las macrovasculares estan
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estrechamente ligadas con la hiperglucemia y la resistencia a la insulina (RI), que

representan la parte medular de la fisiopatologia de la DM2.

[11.2.2 Fisiopatologia de la DM2

La etiologia de la DM2 es de caracter multifactorial, fuertemente influenciada por la
interaccién entre factores genéticos y ambientales.*® La fisiopatologia de la DM2 puede
dividirse en RI de tejidos periféricos y disfuncion de las células 3 pancreaticas, siendo

ambas responsables de la hiperglucemia que caracteriza a la enfermedad.*®

La RI se desencadena debido a la reduccion en la capacidad de la insulina para llevar a
cabo sus acciones bioldégicas en musculo esquelético, higado y tejido adiposo,
principalmente, afectando el transporte, captacién y aprovechamiento de la glucosa por
parte de las células que conforman dichos tejidos.*® La insulina es una hormona de
naturaleza glucoproteica que ejerce sus funciones biolégicas gracias a la interaccion con
su receptor en la membrana celular, mismo que al activarse da lugar a diversas vias de
sefializacion.®%51 Una de estas vias es la del fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) que tiene
lugar en células del musculo esquelético y adipocitos, donde promueve la activacién de
cinasas serina/treonina (Akt) que estimulan la translocaciéon de los transportadores de
glucosa (GLUT) hacia la membrana celular, los cuales son responsables de introducir la
glucosa a las células para que puedan utilizarla en su metabolismo.55? De esta manera
la insulina contribuye a la regulacion del metabolismo energético, por lo que cualquier
modificacion en su produccion o accién impacta directamente sobre el metabolismo, tal

como ocurre con la RI.

La Rl es una condicion fisiopatolégica que se presenta debido a la disminucién de la
actividad de la insulina en las células; los tejidos exhiben resistencia a la accién de la
hormona y como consecuencia la glucosa circulante no ingresa a las células y se acumula
en sangre provocando hiperglucemia.>® Al inicio de la RI las células B pancreaticas
incrementan la producciéon de insulina como mecanismo compensatorio ante la falta de
glucosa en las células y la acumulacion de la misma en la circulacion sanguinea, no

obstante, paulatinamente se afecta la capacidad secretora de las células B y se
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desencadena la hiperglucemia, que a su vez, altera la supresion de la lipolisis provocando
elevacion de los acidos grasos libres que promueven la producciéon de glucosa hepética
a través de la gluconeogénesis.>>%* Los mecanismos responsables de la Rl pueden ser
multiples, aunque se ha propuesto que la deficiente sefializacion de insulina originada
por mutaciones o modificaciones post-traduccionales del receptor y los defectos en la
interaccion de la insulina con su receptor son los principales causantes de Rl y

gradualmente, del desarrollo de DM2.%°

En lo que respecta a las células B pancreaticas, éstas se encuentran inmersas en un
equilibrio resultante de la regeneracion y la apoptosis de las mismas, sin embargo, dicho
equilibrio puede verse alterado por causas como la senescencia celular, la susceptibilidad
genética y la glucotoxicidad que surge como consecuencia de la hiperglucemia,
resultando en disfuncién de las células B pancreaticas.>®” Aunado a la disfuncién de las
células B, hay una reduccion de su volumen en los islotes pancreaticos y un incremento
de células a (secretoras de glucagén), lo que se traduce en disminucion de la secrecion

de insulina y aumento de la secrecion de glucagon, y por ende, en hiperglucemia.*®

Por otro lado, la glucotoxicidad ademas de afectar la supervivencia de las células j,
puede inhibir la expresion del gen que codifica para la sintesis de insulina afectando la
produccion de la hormona. También altera la sintesis del transportador GLUT4 y afecta
el transporte de la glucosa al interior de las células.®® Estas alteraciones, en conjunto con
la Rl 'y la disfuncién de las células B, gradualmente favorecen el desarrollo de DM2 (Figura
2) ademas de promover vias poco usuales que generan dafio oxidativo e inducen la

aparicion de complicaciones a nivel micro y macrovascular.%8
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Figura 2. Fisiopatologia de la DM2. El esquema muestra los mecanismos involucrados en la fisiopatologia
de la DM2.

[11.2.3 Estrés oxidante (EOX)

La hiperglucemia que caracteriza a la DM2 promueve EOx ya que la glucosa al ser un a-
hidroxialdehido posee la habilidad de auto-oxidarse y formar un enediol, que en presencia
de metales de transicion como el Fe3* produce cetoaldehidos oxidados, RL y EROs, cuya

acumulacién provoca EOx.°

El EOx es un desbalance bioquimico que surge por la elevada produccion de RL y/o
EROs vy la ineficiencia de los sistemas antioxidantes para contrarrestarlos.®® Los RL son
especies quimicas que presentan un electrén no apareado en su Ultima capa energética,
por lo cual son muy inestables y altamente reactivos, pueden reaccionar de manera no
especifica con otras moléculas alterando su estructura quimica y funcionalidad.®%%* Los
RL se originan, en su mayoria, como producto del metabolismo celular, siendo la

mitocondria la principal generadora a través de la fosforilacion oxidativa. Los peroxisomas
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y los leucocitos polimorfonucleares constituyen otra fuente de RL dado su elevado
contenido de enzimas oxidasas. No obstante, los RL pueden derivar de fuentes exégenas

como las radiaciones ionizantes, algunos farmacos, asi como agentes contaminantes.®!

En el proceso de la fosforilacion oxidativa casi todo el oxigeno es reducido a agua
mediante una reaccion que involucra 4 electrones. Inicialmente un solo electron reduce
la molécula de oxigeno (Oz2) y se forma el anién superoxido (O2*). Después el anién O2*
se reduce de manera univalente formando al i6n peréxido (O2%), el cual toma protones
H* del medio y produce peroxido de hidrégeno (H202). Dado que la union O-O del H20:2
es muy débil e inestable puede romperse y aceptar otro electrén, dando lugar al radical
hidroxilo (OH") que es capaz de aceptar un nuevo electron, asi como de tomar protones
H* del medio para formar agua (H20), logrando asi reducir completamente la molécula

de Oq, tal como se aprecia en la siguiente reaccién:60-62

le . le+2H le’ _ le+2H
o, — O, — H,0, — OH ——> 2H,0

Pese a lo anterior, una pequefa proporcion de Oz (aproximadamente 5%) no completa la
reaccion y se reduce de manera univalente, dando lugar a la formacién de EROs, entre
las que se encuentran el anion Oz~ y el H202. Estas ultimas pueden producir la EROs
mas dafiina de todas, el radical OH-, mediante las reacciones de Haber-Weiss y Fenton.52
Ademas de las EROs, existen las ERNs que son quimicamente inestables y altamente
reactivas. Los principales objetivos moleculares de los RL y EROs son los lipidos que
constituyen las membranas, los acidos nucleicos (DNA), proteinas e incluso
carbohidratos, cuya estructura y funcionalidad se ven alteradas debido a la interaccion

con los RL.61.63

Los RL y EROs pueden causar dafo oxidativo a las membranas celulares debido a que
éstas poseen un elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados. Entre ellos, destaca
el &cido araquiddnico, que mediante peroxidacion enzimatica da lugar a la formacion de
endoperoxidos lipidicos entre los que se encuentran las prostaglandinas (PGSs),

tromboxanos, leucotrienos y algunos derivados de las ciclooxigenasas (COX) y
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lipoxigenasas. También puede formar hidroperoxidos lipidicos como malondialdehido
(MDA), 4-hidroxinonenal (4-HNE) y 8-isoprostanos (8-Iso) mediante peroxidacion no
enzimatica.®*®> Esta reaccién ocurre en 3 fases, una de iniciaciéon en la cual una de las
EROs catalizada por hierro labil extrae un hidrogeno bis-alélico de un acido graso
poliinsaturado y forma un radical peroxilo (LOO"); en la segunda etapa (propagacion) el
radical LOO" extrae un hidrégeno del metileno de otros &cidos grasos poliinsaturados
circundantes y forma un nuevo radical LOO", que a su vez es capaz de extraer un
hidrogeno de otro acido graso y generar un peroxido lipidico (LOOH) mediante una
reaccion en cadena; en la fase de terminacion, la cantidad de radicales LOO" es tan
elevada que se llevan a cabo reacciones entre ellos (LOO™ - LOO). Estos peroxidos
lipidicos pueden difundirse en toda la membrana celular, sin embargo, se pueden
degradar en hidroxiacidos y aldehidos reactivos, que resultan sumamente Utiles para

cuantificar la peroxidacion lipidica en muestras biolégicas.5164.66

Los hidroxiacidos resultan de la reduccion directa del perdxido lipidico, la cual ocurre
gracias a la actividad de las enzimas glutatiéon peroxidasas; en cambio, los aldehidos
reactivos se pueden formar mediante diversos mecanismos que aun no estan del todo
claros, pero implican interacciones entre los peroxidos lipidicos y rearreglos
intramoleculares. Los aldehidos mejor descritos son el MDA y el 4-HNE.®* Anteriormente,
se consideraba al MDA como un marcador confiable de peroxidacién lipidica ya que
reacciona con el &cido tiobarbiturico y produce un compuesto colorido cuya absorbancia
es proporcional a los peroxidos lipidicos degradados; no obstante, en la actualidad los 8-
Iso constituyen un biomarcador mas confiable ya que resultan de la peroxidacion de
acidos grasos poliinsaturados catalizada por RL, y una vez formados son muy estables,

ademas de poder cuantificarse en sangre y orina, asi como en células y tejidos.®’

Con respecto a los acidos nucleicos, el DNA es susceptible de dafio oxidativo por parte
de los RL debido a su contenido de desoxirribosa, la cual se oxida y rompe su unidn con
el grupo fosfato del nucleétido consecutivo, rompiendo la cadena sencilla y provocando
dafio permanente al material genético. Las proteinas también son susceptibles de dafio

oxidativo dado que las EROs inducen carbonilacion, nitracion, ruptura de los enlaces
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peptidicos y formacion de enlaces proteina-proteina, lo cual causa alteraciones
estructurales y pérdida de funcionalidad. Como consecuencia se afecta la actividad de
canales idnicos, transportadores, receptores y proteinas reguladoras, induciendo un dafio
irreversible a las células que puede incluso ser mortal.?1%8 En cuanto al dafio oxidativo
de los carbohidratos, se manifiesta primordialmente en el acido hialurénico, la condroitina
y el dermatan sulfato, asi como en la glucosa y el manitol que interactian con el radical
OH-.83

Las EROs y los RL no son del todo perjudiciales, de hecho, en cantidades bajas
proporcionan proteccion frente a infecciones e incluso participan en procesos de
diferenciacion, migracion y proliferacion celular, ademéas de estimular la produccion de
citocinas involucradas en la respuesta inmune.®® Sin embargo, cuando se generan mas
RL y EROs de las que las células pueden contrarrestar se desencadenan los dafios ya
mencionados. Para evitar dafio permanente, las células estan provistas de un sistema
antioxidante con la capacidad de interactuar con ellos y evitar el dafio oxidativo. Los
antioxidantes son sustancias quimicas que retardan o previenen la oxidacion de las

biomoléculas, se clasifican en primarios, secundarios y terciarios (Figura 3).52

Los antioxidantes primarios conforman el primer nivel de proteccion, éstos previenen la
formaciéon de EROs, mediante la descomposicién enzimatica de los peroxidos e
hidroperoxidos, la quelacién de iones metalicos o la depuracion directa de las EROs. A
este grupo pertenecen las enzimas GPx y CAT que trabajan de manera conjunta para
remover el H202 que se forma debido a la actividad de la SOD. La CAT se localiza en los
peroxisomas, donde cataliza la reduccién del H202 en H20 y O2. Por su parte, la GPx se
encuentra principalmente en el citoplasma y las mitocondrias, donde cataliza la reaccion
entre el glutatién reducido (GSH) y el H20: para transformarlo en H20, siendo necesaria
la actividad de la enzima glutation reductasa (GR) para regresar al glutation oxidado

(GSSG) a su forma reducida.61.63
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Figura 3. Clasificacion de los antioxidantes. El esquema muestra los antioxidantes primarios, secundarios y terciarios.
Abreviaturas: CAT, Catalasa; GPx, Glutation peroxidasa; SOD, Superéxido dismutasa.
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Los antioxidantes con la capacidad de quelar iones metélicos oxidantes incluyen
principalmente proteinas como transferrina, ceruloplasmina, ferritina, albdmina e
inmunoglobulinas.®® En tanto, la enzima SOD lleva a cabo su funcién antioxidante
depurando las EROs. La SOD puede clasificarse en: a) CuSOD que es la isoforma mas
abundante, es dependiente de cobre y zinc y se ubica en el citosol, b) MNSOD que se
ubica en la matriz mitocondrial y es dependiente de manganeso, c) SOD extracelular. Las
tres isoformas catalizan la conversion del anion Oz* en H202, que posteriormente es

reducido hasta H20 gracias a la actividad de la GPx y la CAT.!

Los antioxidantes secundarios constituyen el segundo nivel de proteccion, actian toda
vez que la capacidad de los antioxidantes primarios se ve rebasada. Tienen la habilidad
de interactuar directamente con los RL y evitar la propagacion del dafio oxidativo. A este
grupo pertenecen las vitaminas C y E, la coenzima Q-10 y el &cido alfa lipoico, por
mencionar algunos.526 La vitamina C puede donar electrones directamente a los RL
derivados de oxigeno y nitrégeno en medio acuoso, asimismo, actia de manera sinérgica
con la vitamina E, cuya funciéon es brindar proteccion frente a la peroxidacion lipidica.®®
La coenzima Q-10 en su forma reducida (ubiquinol) tiene la habilidad de ceder electrones
a los RL y neutralizar su potencial dafio oxidativo; por su parte el &cido alfa lipoico en su
forma reducida (acido dihidrolipoico) puede donar electrones a los RL y detener su accion

oxidante, ademas de ser capaz de quelar iones metalicos con potencial oxidante.70

Finalmente, los antioxidantes terciarios se activan si los primarios y secundarios fallan en
evitar la oxidacion de las biomoléculas. La funcion de este grupo de antioxidantes es
restaurar las biomoléculas a su conformacién nativa, asi como degradar y reciclar

moléculas no funcionales.®®

Como ya se ha mencionado, los antioxidantes se encargan de mantener bajos niveles de
RL y EROs, aunque en ocasiones resultan insuficientes en cantidad y/o actividad,
propiciandose la aparicion de EOx. En este sentido, existe una asociacion entre el EOx y
diversas patologias como las enfermedades neurodegenerativas, la enfermedad

cardiovascular, el cancer y la DM2, entre otras.
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[11.2.4. El papel del EOx en la DM2

La glucosa tiene la habilidad de auto-oxidarse y producir EROs; sin embargo, esa no es
la Unica via con la que la hiperglucemia contribuye a la generacion de EOx ya que la
glucosilacién de proteinas y la activacion de la via de los polioles también propician EO.™
Ademas, debido al exceso de glucosa las células incrementan la glucdlisis, con el

consecuente aumento de la fosforilacién oxidativa y producciéon de EROs (Figura 4).7*

La glucdlisis es una via inicialmente catalizada por diez enzimas, posteriormente da lugar
al ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones para producir energia en forma
de adenosin trifosfato (ATP). En condiciones fisiolégicas normales, la oxidacién de la
glucosa (glucdlisis) es responsable de la produccién mitocondrial del radical Oz"*, que
puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes.”t’2 Sin embargo, en
condiciones de hiperglucemia el radical O2"* se produce en exceso y provoca EOx. Una
de las moléculas afectadas por el EOx es el DNA, cuyo dafio activa una enzima
reparadora, la poli-ADP-ribosa polimerasa-1 (PARP-1), misma que induce acumulacion
de glucosa e intermediarios glucoliticos como glucosa-6-fosfato (G6P) y fructosa-6-

fosfato (F6P), que estimulan vias prooxidantes.’>73

La glucosa al oxidarse produce glioxal, que es un precursor de los productos finales de
glicacién avanzada (AGES) en cuya formaciéon se producen EROs.”®’* Los AGEs se
producen tanto en los compartimentos intracelulares como en la matriz extracelular. Se
forman principalmente por la interaccion entre las proteinas, que son moléculas de
recambio lento, y la glucosa.” Una vez formados, los AGEs pueden unirse a diferentes
receptores (RAGE) presentes en la membrana de diversas células o interactuar de
manera anormal con componentes de la matriz extracelular para promover la generacion

de EROs, favoreciendo a la aparicién o incremento del EOx.”
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Figura 4. Activacion de vias alternativas como consecuencia de la hiperglucemia. En la imagen se presentan diferentes vias que se activan en condiciones de hiperglucemia, mismas
que generan EROs. Abreviaturas: ADP, adenosin difosfato; AGEs, productos finales de glicaciéon avanzadaATP, adenosin trifosfato; DAG, diacilglicerol; EROs, especies reactivas
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Ademas de la auto-oxidacion de la glucosa, la desfosforilacion no enzimatica de las
triosas fosfato, gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y dihidroxiacetona-3-fosfato (DH3P) da
como resultado la formacion de metilglioxal, que al igual que el glioxal, es un precursor
de AGEs. Un tercer precursor de AGEs es la 3-desoxiglucosona que se forma a partir de
la descomposicion del aducto de lisina 1-amino-1-desoxifructosa derivado de glucosa,
cominmente conocido como producto Amadori.”® La unién de los AGEs a su receptor
facilita el EOx y estimula otras vias prooxidantes, como la via de la proteina cinasa C
(PKC).

La PKC pertenece a una familia de proteinas que modulan las actividades de otras
proteinas mediante el proceso de fosforilacion en una cascada de reacciones. Es una
enzima clave en las vias de sefializacion celular que involucran diacilglicerol (DAG),
fosfatidilserina y calcio. La acumulacion de G3P debido a la inhibicion de la G3P
deshidrogenasa en condiciones hiperglucémicas conduce a un nivel elevado de DH3P
que se reduce a G3P, y este Ultimo se combina con acidos grasos para impulsar la
sintesis de novo de DAG, cuyo incremento induce la hidrdlisis de fosfatidilcolina y
fosfatidilserina, que regulan la via de PKC.”” Al respecto, se ha demostrado que un
aumento en las actividades de la via PKC estimulan enzimas generadoras de EROs,
como las nicotin adenin dinucleétido fosfato reducido (NADPH)-oxidasas y las

lipooxigenasas, que en conjunto exacerban el ambiente oxidativo celular.

Otra via poco comun que se activa por la hiperglucemia es la de la hexosamina. Esta via
participa en el metabolismo de la F6P e implica la actividad de la glucosamina-fructosa
amidotransferasa (GFAT), que metaboliza la F6P en glucosamina-6-fosfato, un
intermediario que posteriormente se convierte en uridina difosfato-N-acetilglucosamina
(UDP-GIcNAC). Este ultimo es un compuesto metabodlico esencial para la formacion de
cadenas de glicosilo de proteinas y lipidos. También se utiliza para la modificacion
postraduccional de proteinas, un proceso controlado por la enzima O-glucosamina-N-
acetiltransferasa.’”® En condiciones normales de glicemia una cantidad muy pequefia de
F6P se dirige a via de la hexosamina; sin embargo, en condiciones de hiperglucemia, se

canalizan cantidades excesivas de F6P a dicha via por lo que la actividad de GFAT se
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eleva y se producen cifras elevadas de UDP-GIcNAc. Esto se ha asociado con
alteraciones en la expresion génica y aumento de la expresion de factores de
transcripcion como el factor de crecimiento transformante a (TGF-a) y el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) que inhiben la mitogénesis de las células
mesangiales, activan la proliferacion de la matriz de colageno y el engrosamiento de la
membrana basal, lo cual contribuye al desarrollo de complicaciones asociadas a la DM2,

principalmente la nefropatia.’® "9

La via del poliol constituye otra via alternativa para el metabolismo de la glucosa ya que
la aldosa reductasa, que es la primera enzima de la via, tiene una afinidad
extremadamente baja por la glucosa. La enzima cataliza la reduccion de glucosa a
sorbitol utilizando NADPH. En condiciones de normoglucemia, la aldosa reductasa no
reduce la glucosa; sin embargo, en la hiperglucemia se activa la via del poliol, lo que
resulta en una mayor formacién de sorbitol y un consumo excesivo de NADPH.& El
NADPH participa activamente en el mantenimiento redox celular, ya que modula las
actividades de la GPx y su sustrato, el GSH, por lo que el consumo excesivo de NADPH
debido al aumento de la actividad de la aldosa reductasa en la via del poliol disminuye
considerablemente el nivel de GSH vy la actividad de GPx; en consecuencia, incrementa
el EOx.8! Una segunda enzima de la via del poliol es la sorbitol deshidrogenasa (SDH),
que cataliza la conversion de sorbitol en fructosa utilizando nicotin adenin dinucleétido
(NAD*) como cofactor. En condiciones de hiperglucemia aumenta la actividad de la SDH
y se forma una cantidad considerable de fructosa que se fosforila e hidroliza en G3P y
DH3P, cuya acumulacion promueve la formacion de metilglioxal y la activacion de la via
PKC, favoreciendo el EOx.8%.82

El EOx inducido por la hiperglucemia activa la proteina desacopladora-2 (UCP-2) y
disminuye la relacion ATP/adenosin difosfato (ADP), inhibiendo asi la secrecion,
liberacion y accion de la insulina. Ademas, el dafio oxidativo de las células B pancreaticas
a causa de las EROs también compromete la cantidad y calidad de la insulina secretada
por estas células. Asimismo, el exceso de metabolismo mitocondrial mediado por

hiperglucemia y la produccion de EROs en la célula B pueden alterar la funcion
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mitocondrial y desacoplar los canales de K* dependientes de ATP, afectando la secrecién
de insulina estimulada por la glucosa.?® Aunado a ello, el EOx altera la translocacién de
GLUT4 y la actividad de la proteina quinasa B en los adipocitos, afectando asi el
transporte de glucosa y su aprovechamiento para la sintesis de proteinas, lipidos y
glucégeno.®* EI EOx también interfiere con las vias de PI3K y de la proteina cinasa
activada por mitdégeno p38 (p38 MAPK) que traducen la sefial generada por la unién de
la insulina a su receptor, por lo que al alterarlas se inhibe la accién de la insulina y la

captacién de glucosa por parte de las células.®

Por otro lado, las EROs activan vias como la de las proteinas forkhead box clase O
(FOXO) vy el factor nuclear eritroide similar al factor 2 (Nrf2). Las proteinas FOXO son
factores de transcripcién que fungen como sensores de EOx ya que su actividad esta
regulada por H202. Normalmente, las células activan a los factores de transcripcion
FOXO para reducir el nivel de EOXx, ya que estimulan la sintesis y actividad de las enzimas
SOD y CAT.8 En tanto, el factor nuclear derivado de eritroides 2 o Nrf2 conocido como
"regulador maestro" de la respuesta antioxidante modula la expresion de cientos de
genes, incluidos los que controlan la produccion de antioxidantes intracelulares y de las
enzimas antioxidante, por lo que en respuesta al EOx se estabiliza Nrf2 y se transloca
hacia el nucleo, donde regula la expresién de varios genes implicados en la respuesta

antioxidante.8”

Aun cuando FOXO y Nrf2 se activan para proteger a las células de dafio oxidativo, en
condiciones de EOx severo, como sucede durante la hiperglucemia que caracteriza la
DM2, su regulacién se ve alterada y superada por lo que pueden contribuir al desarrollo
de complicaciones propias de la DM2.88 En este aspecto, el EOx activa vias de
sefalizacion sensibles al estrés, como la del factor nuclear kB (NFkB), un factor de
transcripcion que induce la activacion de la molécula de adhesion intracelular-1 (ICAM-I),
asi como la produccion de moléculas de inflamacién. Tanto el EOx como la inflamacion
se vinculan fuertemente al desarrollo de complicaciones micro y macrovasculares, que

se presentan con elevada frecuencia en sujetos con DM2.86
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Dado lo anterior, se ha intensificado la busqueda de alternativas terapéuticas que
atenien el dafio oxidativo y la inflamacion puesto que ambos procesos estan

estrechamente involucrados con el envejecimiento y con enfermedades como la DM2.

[11.3 Alternativas terapéuticas para controlar el EOx en la DM2

La DM2 cursa con inflamacion y EOX, siendo ambos procesos parcialmente responsables
de la aparicion y desarrollo de las complicaciones micro y macrovasculares que
acompafan a la DM2. Aunado a ello, a nivel mundial la prevalencia e incidencia de DM2
es alta y la aparicibn de complicaciones como neuropatia, retinopatia o nefropatia,
ademas de empeorar su estado de salud, puede generar cierto grado de discapacidad y
limitar sus actividades cotidianas. Por ello surge la necesidad de buscar alternativas
terapéuticas que ayuden a controlar la inflamacion y el EOx y de esa manera retrasar o
limitar la aparicion de las complicaciones de la DM2, ya que hasta ahora, el tratamiento
farmacolégico convencional no lo ha logrado.

[11.3.1. Vitaminas Cy E

Entre las primeras alternativas que se han considerado para controlar el EOx se ubican
las vitaminas antioxidantes C y E. La vitamina C (acido ascérbico) actia en forma de
ascorbato, posee la habilidad de donar electrones a las EROs y ERNs, y de esa manera
protege a las macromoléculas. También posee un efecto sinérgico con la vitamina E
(a-tocoferol). Esta ultima, es un potente antioxidante lipofilico, capaz de neutralizar RL y
proteger a las membranas celulares y lipoproteinas de dafio oxidativo, ademas es el
antioxidante mas abundante. Pese a que una gran cantidad de investigaciones han
demostrado la capacidad antioxidante de las vitaminas C y E, existe un numero
considerable de ensayos clinicos realizados en sujetos con DM2 cuyos resultados son
inconsistentes.®

[11.3.2. Berberina

La berberina es un alcaloide que posee algunas propiedades terapéuticas entre las que
se encuentran: antioxidante, antiinflamatoria, hipoglucemiante e hipolipemiante, razén
por la que ha convertido en un prometedor agente terapéutico para la DM2. Se ha
sugerido que la berberina suprime la degradacion de la molécula inhibidora del NFkB
(IkB) y con esto evita su traslocacion al nucleo, lo que resulta en la reduccién de citocinas
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como la interleucina 1 (IL1), interleucina 6 (IL6) y el factor de necrosis tumoral a (TNFa).
En cuanto a su capacidad antioxidante, se ha propuesto que el alcaloide suprime la
actividad de la enzima aldosa reductasa que participa en la via del poliol, evitando con
ello las alteraciones en las proporciones NADPH/nicotin adenin dinucleotido difosfato
(NADP*) y GSH/GSSG. Pese a la evidencia obtenida a partir de modelos animales, adn
no hay estudios suficientes que prueben su eficacia en humanos.8°:°

[11.3.3. Curcuminoides

Algunos ensayos clinicos han demostrado que la curcumina ejerce efectos benéficos
sobre la DM2 al mejorar el metabolismo de la glucosa y los lipidos, y disminuir los niveles
de EOx e IC. Uno de los mecanismos a través del cual la curcumina ejerce sus efectos
benéficos es por la activacién de receptor activado por proliferadores peroxisémicos
(PPAR), el cual ademas de estimular la absorcion, esterificacién y oxidacion de los acidos
grasos, inhibe la activacion del NFkB y previene la sintesis de moléculas proinflamatorias.
También activa la via de sefializacién de Nrf2, con lo cual participa en la modulacion del
EOX_9O,91

[11.3.4. Polifenoles

Los polifenoles constituyen una familia de compuestos que se caracterizan por poseer
grupos fendlicos en su estructura quimica. Estos grupos les confieren la habilidad de
ceder electrones a los RL, mecanismo a través del cual ejercen su efecto antioxidante.
Los polifenoles se encuentran de manera abundante en las bayas (moras azules,
arandanos, frambuesas, grosellas y fresas) y en las uvas. Su consumo ha sido
ampliamente recomendado debido a sus efectos benéficos que se han observado en el
tratamiento de enfermedades como cancer, anemia, enfermedades hepaticas,
afecciones cardiovasculares y DM2.%?

Se ha demostrado que el elevado consumo de bayas reduce significativamente la
glucemia y los niveles de citocinas como IL6 y TNFa. La literatura sugiere que los
polifenoles disminuyen la expresion y activacion del NFkB con lo cual evitan su
traslocacion al nacleo y la posterior sintesis de citocinas. Mientras que su efecto
hipoglucemiante se le atribuye a la habilidad que tienen para inducir la traslocacion del
GLUT4 hacia la membrana y permitir el paso de glucosa al interior de la célula. Los
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polifenoles son capaces de promover la expresion del péptido 1 similar al glucagén (GLP-
1), cuya activaciéon aumenta la secrecion de insulina dependiente de glucosa y estimula
la proliferacion de células B pancreaticas. Los resultados obtenidos de investigaciones
para probar la eficacia de los polifenoles en el tratamiento de retinopatia y nefropatia
diabética son prometedores, aunque hacen falta mas ensayos clinicos para demostrar
sus propiedades terapéuticas.®9

Uno de los polifenoles mas estudiados es el RV, el cual se abordard a continuacion.

[11.4 Resveratrol
El RV o 3,4,5-trihidroxi-trans estilbeno, es un polifenol de origen natural que posee
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, mismas que pueden aprovecharse en

estrategias terapéuticas contra enfermedades crénicas como la DM2.%6

[11.4.1. Caracteristicas y propiedades del RV

Las principales fuentes de RV son: la uva (Vitis vinifera), una variedad de bayas,
cacahuates, plantas medicinales como la hierba nudosa japonesa y vino tinto.®” El RV
existe en dos formas isoméricas: cis-resveratrol y trans-resveratrol (Figura 5); no

obstante, es la forma trans la que posee los efectos biolégicos mas importantes.®

HO OH

HO
) "
\ OH
HO

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 5. Estructura quimica del RV. Se aprecian las formas isoméricas cis y trans.
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En algunos estudios preclinicos se han demostrado los efectos benéficos del RV sobre
el incremento en la longevidad de algunos organismos pequefios, lo cual se da a través
de la intervencion con restriccion calérica, propiciando una modulacion de mecanismos
especificos relacionados con el envejecimiento, tales como metabolismo anormal de la
glucosa vy los lipidos, asi como la disfuncién endotelial.®® EI RV también se asocia con

una desaceleracion o prevencion del deterioro cognitivo.%

En lo que respecta ala DM2, el RV, en dosis de hasta 5000 mg/dia, mejora la sensibilidad
a la insulina y reduce la glucosa en sangre en individuos diabéticos.°! El mismo efecto
se ha encontrado en sujetos adultos con RI; aunque, en ancianos este efecto aiin no se
ha demostrado del todo, por lo que es necesario continuar con esta linea de
investigacion.1%2 En algunos estudios se ha reportado que el RV podria aumentar la
viabilidad de los islotes de Langerhans, ademas de proteger sus células del dafio
oxidativo.1% Asimismo, se ha propuesto que el RV restaura la funcién secretora de las
células B pancreaticas y normaliza la secrecion de insulina.'* También se ha
documentado que el RV ayuda a atenuar la nefropatia diabética gracias a que disminuye
los niveles de EOx, IC y glucosa, propiciando regeneracion de las células epiteliales
renales.'% Otro de los efectos benéficos del RV se atribuye a su capacidad para reducir
la neuroinflamacion relacionada con la neuropatia diabética, lo que contribuye a mejorar
las alteraciones sensitivomotoras; aunque esto no ha sido corroborado en ensayos
clinicos.1% El RV regula varias proteinas y factores de transcripcion involucrados en la
patogenia de la retinopatia diabética, disminuye las lesiones inflamatorias y el dafio
oxidativo, suprime la proliferacion celular inducida por glucosa e inhibe la migracion de

células endoteliales retinianas.1”

Las complicaciones vasculares que surgen en la DM2 incluyen a la IC y al EOx como
mecanismos involucrados en su patogenia, y ambos procesos estan intimamente ligados
a la hiperglucemia. Esta ultima es responsable de la formacion de AGEs, los cuales
interactian con su receptor RAGE ubicado en las membranas celulares y tras la
interacciéon AGE-RAGE se activa al NFkB con la consiguiente IC y EOx que acompafian

ala DM2.1%8 El RV posee la habilidad de mitigar la IC, el EOx y disminuir la hiperglucemia
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mediante diferentes mecanismos, de esta manera contribuye a prevenir las
complicaciones que derivan en enfermedades cardiovasculares.'%® El RV también reduce
el nivel de é&cidos grasos libres circulantes, mejora la ateroesclerosis y la funcién

endotelial.110

[11.4.2. Mecanismos antioxidantes e hipoglucemiantes del RV

Los posibles mecanismos de accion responsables de los efectos terapéuticos del RV son
numerosos. El RV desencadena la expresion de enzimas antioxidantes (SOD, GPx, CAT)
y mejora la actividad del GSH, ademas, de ceder electrones directamente a los RL con
lo que contribuye a una disminucién general del EOx.'! Adicionalmente, se ha sugerido
que el RV promueve la fosforilacion del Nrf2, molécula que regula la respuesta
antioxidante.''? Su efecto antiinflamatorio se debe, en gran medida, a las acciones
moduladoras que ejerce sobre el NFkB, lo que resulta en disminucion de la secrecion de
IL6 y supresion del transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) en los
macrofagos, disminucion de la expresion de moléculas de adhesion (ICAM-1y VCAM-1)
e inhibicién de la proteina 3 del receptor tipo NOD (NLRP3) o inflamasoma, responsable
de la maduraciéon de pro IL1 y pro 1L18.11314 E| RV también actia como antiinflamatorio
mediante su union con el sitio activo de las enzimas COX, con lo cual evita la interaccion
con el acido araquidoénico y la posterior sintesis de PGs, que estan estrechamente ligadas
al proceso inflamatorio. EI RV induce la apoptosis de células T activadas y suprime la
sintesis de TNFa, interferén-y (IFN-y), IL2, IL9, 1L12 e IL17, todas ellas moléculas

proinflamatorias.11®

También contribuyen los efectos que el RV ejerce sobre el citocromo p450 Al (CYP1A1)
gue forma parte del complejo multienzimatico de citocromos P450, la apoptosis mediada
por ligando Fas, la via p53, la via de la diana de rapamicina en células de mamifero
(mTOR, por sus siglas en inglés) y diversas fosfodiesterasas. Estas acciones
moduladoras, en conjunto, desencadenan autofagia, inducen un incremento en la -
oxidacion de &cidos grasos y favorecen la biogénesis mitocondrial, con lo cual también

mejora el aprovechamiento de glucosa por parte de las células.16
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Adicionalmente, el RV interactia con un gran numero de receptores, quinasas y otras

enzimas, lo que puede influir en sus efectos biolégicos.'’

[11.4.3. RV como modulador de SIRT1

Los principales objetivos moleculares del RV lo constituyen la SIRT1 y la proteina quinasa
activada por monofosfato de adenosina (AMPK), ambas moléculas son consideradas
sensores energeéticos. La activacion de estas moléculas da como resultado la disminucién
de la acumulacién de lipidos, disminucion de inflamacién, atenuacion de dafio oxidativo
y mejora de la resistencia a la insulina y de la disfuncién de las células B pancreaticas
(Figura 6).1*® Algunos de los efectos benéficos del RV tales como modulacién del
envejecimiento biolégico y mejoria de la sensibilidad a la insulina, se deben a la
sobreexpresion de SIRT1 estimulada por RV.*° AMPK participa en la regulacion de la
actividad antioxidante ejercida por RV ya que ademas de regular negativamente a la

NADPH oxidasa, induce un incremento en la expresiéon de SOD.*?°

SIRT1 regula negativamente la sefializacion de NFkB al interactuar con la subunidad
RelA/p65 del NFkB, lo que se traduce en supresion de la sefalizacion de dicho factor y
en la posterior atenuacion de la IC. Por tal razén, se ha propuesto que la via SIRT1- NFkB
desencadena un efecto antiinflamatorio y “antienvejecimiento”.!?! SIRT1 también
desacetila a p53, proteina cuya activacion se ha involucrado con procesos de apoptosis,
detencion del ciclo celular y envejecimiento. Como resultado de la interaccién SIRT1-p53

se inhibe el dafio al DNA y se presenta un efecto antisenescencia.'??

Otro sustrato de SIRT1 es el coactivador del receptor activado por proliferador de
peroxisomas 1a (PGC1-a), un coactivador transcripcional que participa en la regulacién
de la funcion mitocondrial y el mantenimiento de la homeostasis metabdlica. Al
desacetilar a PGC-1a aumenta la biogénesis mitocondrial y el consumo de oxigeno, lo
gue podria ser benéfico para sujetos con DM2, puesto que incrementaria el nimero de

mitocondrias en las células musculares, asi como la captacion de glucosa.'?3
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Figura 6. Propuesta de mecanismos a través de los cuales el RV ejerce sus efectos benéficos. El esquema muestra que el RV activa a SIRT1 y ésta es capaz de
inducir la biogénesis mitocondrial al estimular a PGC-1a, con lo que incrementa la B-oxidacion y se reducen los niveles de lipidos. SIRT también activa a Nrf2 y
FOXO que regulan la expresién de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y CAT; ademas de inhibir la activacion del NFkB y prevenir la sintesis de proteinas
proinflamatorias (IL6, TNFa, ICAM-1, VCAM-1). El RV puede interactuar directamente con los RL y evitar el dafio oxidativo en las membranas, asi como inhibir la
interaccion AGEs-RAGE. Asimismo, estimula la unién de la insulina a su receptor y mejora la captacién de glucosa; y puede mejorar la funcién endotelial al
incrementar la sintesis de NO.

Abreviaturas: AGEs, productos finales de glicacion avanzada; AMPK, proteina cinasa dependiente de adenosin monofosfato; Akt, cinasa serina-treonina; AS160
sustrato de Akt 160; CAT, catalasa; COX, ciclooxigenasa; EOXx, estrés oxidante; FOXO, proteinas forkhear box clase O; GPx, glutatién peroxidasa; GLUT4,
transportador de glucosa tipo 4; GLP-1, péptido similar a glucagon tipo 1; IR, receptor de insulina; IRS, sustrato del receptor de insulina; IKB, molécula inhibidora
del NFkB; ICAM-1, molécula de adhesion intracelular 1; IL6, interleucina 6; Keap, proteina asociada a ECH tipo kelch 1; LOOH, peroéxido lipidico, LOO-, radical
peroxilo; NAD*, nicotin adenin dinucledtido; NADH, nicotin adenin dinucleétido reducido; NO, éxido nitrico, eNOS, dxido nitrico sintasa; NFkB, factor nuclear kB;
NH2*, amina; Nrf2, factor nuclear eritroide similar al factor 2; PGs, prostaglandinas; PCG-1a, coacticador del receptor activado por proliferador de peroxisoma 1q;
RAGE, recpetor de los AGEs; SOD, superoxido dismutasa; TNFa, factor de necrosis tumoral a; VCAM-1, molécula de adhesion celular vascular tipo 1.




Con respecto a FOXO, la interaccién con SIRT1 resulta en la detencién del ciclo celular
y la resistencia al EOx.'?* Todas las interacciones anteriormente descritas otorgan a
SIRT1 un papel crucial en la proteccion contra enfermedades neurodegenerativas,
cardiovasculares, metabdlicas y tumorigénesis,?®> de ahi la importancia de considerar a
SIRT1 como una posible diana terapéutica que permita controlar el EOx y la IC, ya que
ambos procesos se encuentran inmersos en el envejecimiento y en las complicaciones
de la DM2.

Otro mecanismo a través del cual actia el RV es el aumento de la fosforilacion del
receptor de insulina, la expresion de su correspondiente sustrato (IRS) y la fosforilacion
de Akt, que incrementan la expresion y traslocacion de GLUT4 hacia la membrana celular
y permiten la internalizacién y posterior aprovechamiento de la glucosa por parte de las
células musculares.'?8 El RV estimula al PGC-1a que estimula la biogénesis mitocondrial
y, COMO consecuencia, incrementa el gasto energético.*?’” Ademas, se ha informado que
el RV podria ser un potente inhibidor de la actividad de la quinona reductasa 2, que esta
asociada con trastornos neuroldgicos, aunque se requiere mas investigacion para

confirmar esta hipétesis.?8

La determinacion de todos los efectos bioldgicos del RV en humanos sigue siendo un
gran desafio, por lo cual es necesario realizar mas ensayos clinicos para probar su

eficacia.

I11.4.4. Evidencia de las aplicaciones terapéuticas del RV en la DM2
Hemos sefialado que el RV ejerce potenciales efectos benéficos sobre la DM2 y sus
complicaciones. Las evidencias cientificas sobre los efectos terapéuticos del RV se

presentan en el Cuadro 1.
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[11.4.5. Toxicidad del RV

Con respecto a los posibles efectos téxicos del RV, en multiples ensayos clinicos se ha
demostrado que su administracion es segura y bien tolerada a dosis que van de 5 a 2000
mg/dia. En algunas publicaciones se ha reportado la aparicion de sintomas
gastrointestinales como nauseas, malestar estomacal y diarrea tras la ingestion oral de
RV en dosis mayores a 2500 mg; no obstante, existen estudios en los que se han
administrado hasta 5000 mg sin que surjan reacciones adversas graves.'?® En este
marco, las incosistencias de las evidencias cientificas acerca del efecto del RV y la
modulacion de SIRT1 sobre EOx e IC en personas adultas mayores con DM2, justifican

continuar con esta linea de investigacion.
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Cuadro 1. Efecto del RV como coadyuvante en el tratamiento de la DM2

Autor/aino

Intervencién

Poblaciéon

Parametros
glucémicos

Hallazgos

Abdollahi et al.

(2019)1%0

Bashmakov et al.

(2014)13

Bhatt et al.

(2012)132

Bhatt et al.

(2013)133

Bo et al. (2016)%*

Brasnyé et al.

(2011)1%

Goh et al.

(2014)136

Hoseini et al.

(2019)137

Imamura et al.

(2017)138

Khodabandenlhoo

et al. (2018)*

1 g/dia
8 semanas

100 mg/dia
8 semanas

250 mg/dia
3 meses

250 mg/dia
6 meses

40,
mg/dia
6 meses

500

10 mg/dia
4 semanas

3 g/dia
3 meses

500 mg/dia
4 semanas

100 mg/dia
3 meses

800 mg/dia
8 semanas

71 sujetos con DM2 vy
sobrepeso
50 £ 7 afios

24 pacientes con
sindrome de pie diabético
56 + 9 afios

57 individuos con DM2
57 £ 9 afos

57 sujetos con DM2
57 £ 9 afios

179 sujetos con DM2
65 + 8 afios
19 varones con DM2

55 + 9 afios

10 sujetos con DM2
56 + 6 afios

56 sujetos con DM2y EC
62 + 9 afios

50 individuos con DM2
57 + 10 afios

45 sujetos con DM2
57 + 9 afios

Glucosa e insulina
séricas, HbAlc,
HOMA-IR

Glucosa e insulina
séricas, HOMA-IR
Glucosa en ayuno

y HbAlc

HbAlc,
sérica

glucosa

Glucosa e insulina
séricas, HOMA-
IR, HbAlc

Insulina
HOMA-IR,

Sérica,

Glucosa e insulina
séricas, HbAlc,
HOMA-IR

Glucosa e insulina
séricas, HOMA-IR

Glucosa sérica y
HbAlc

Glucosa e insulina
séricas, HbAlc,
HOMA-IR

Disminucién significativa de los niveles de glucosa (p=0.03) e insulina
(p=0.02), mejora de HOMA-IR (p=0.01). Sin cambios en HbAlc

Disminucién no significativa de los niveles de glucosa en ambos grupos
de estudio. Los niveles de insulina sérica y HOMA-IR no se modificaron
tras la intervencion.

Disminucién significativa de HbAlc (p<0.05) en el grupo tratado con RV

Disminucién no significativa de los niveles de HbAlc y glucosa

Sin diferencias significativas entre los grupos de estudio

Sin cambios en los niveles de insulina sérica, tendencia a disminuir de la
HOMA-IR en el grupo que recibié RV

Tendencia no significativa a disminuir de la HbAlc; no hubo cambios
significativos en HOMA-IR tras la intervencién

Disminucion significativa de los niveles de glucosa e insulina (p=0.01), y
HOMA-IR (p=0.001)

No se observaron cambios significativos en los pardmetros evaluados tras
la intervencién

Disminucién significativa de los niveles de glucosa (p<0.05) en el grupo
que recibié RV. Sin cambios significativos en la HbAlc, los niveles de
insulina y HOMA-IR
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Autor/aino

Intervencién

Poblaciéon

Parametros
glucémicos

Hallazgos

Movahed et al.
(2013)140

Sattarinezhad et

al. (2019)

Seyyedebrahimi et
al. (2018)'#?

Thazhath et al.
(2016)%43

Timmers et al.
(2016)14

1 g/dia
45 dias

500 mg/dia

3 meses

800 mg/dia
8 semanas

1 g/dia
5 semanas

150 mg/dia
4 semanas

64 sujetos con DM2
52 £ 7 afios

60 individuos con DM2 y

albuminuria
57 + 9 afos

46 personas con DM2

58 + 6 afios
14 sujetos con DM2
68 + 2 afios

16 sujetos con DM2
64 + 4 afios

Glucosa e insulina
séricas, HOMA-IR

Glucosa e insulina
séricas, HbAlc,
HOMA-IR

Glucosa e insulina
séricas, HbAlc,
HOMA-IR

Glucosa y HbAlc

Glucosa e insulina
séricas,
sensibilidad a la
insulina, HbAlc

Disminucion significativa de los pardmetros evaluados en el grupo tratado

con RV (p<0.05)

Disminucioén significativa de los parametros evaluados en el grupo que

recibié RV (p<0.05)

No se observaron cambios significativos tras la intervencién con RV

Sin cambios significativos en los niveles de glucosa y HbAlc

No se observaron efectos del RV sobre los parametros glicémicos

evaluados

Abreviaturas: EC, enfermedad coronaria; DM2, diabetes mellitus tipo 2; HbAlc, hemoglobina glicada; HOMA-IR, resistencia a la insulina por el modelo homeostatico;

RV, resveratrol.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia e incidencia de la DM2 constituye uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial y en México, ya que genera altos costos en materia de
salud, repercutiendo a nivel familiar, social y estatal. En este sentido, las enfermedades
cardiovasculares y enfermedad renal, son las principales causas de muerte en los
individuos con DM2. Desafortunadamente las estrategias de prevencion y control de la
enfermedad no han tenido los efectos esperados pues la incidencia y letalidad de la DM2
continlan en aumento, afectando principalmente a los adultos mayores (= 60 afios). Los
mecanismos (hallmarks) implicados en el proceso de envejecimiento influyen en la
fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y metabdlicas,
como la DM2; de ahi que el envejecimiento sea considerado como un factor de riesgo
para ECNT.

Por otro lado, el abordaje terapéutico de la DM2 se enfoca en disminuir la hiperglucemia,
dejando de lado otros procesos implicados en el desarrollo de complicaciones micro y
macrovasculares. Entre dichos procesos destacan el EOx y la IC, cuya interaccion
propicia la aparicion de varias complicaciones como la neuropatia, nefropatia y
retinopatia. Debido a ello se ha propuesto complementar la terapia hipoglucemiante con
compuestos nutracéuticos con propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. En este
sentido, se ha indagado el efecto de suplementos que exhiben dichas propiedades, entre

los que se encuentran los polifenoles, siendo el RV uno de los mas estudiados.

El RV se ha considerado una excelente opcion para complementar el tratamiento de las
enfermedades metabdlicas ya que posee la capacidad de activar a la SIRT1, una enzima
desacetilasa de gran relevancia para la homeostasis energética. Al respecto, mediante la
activacion de SIRT1, el RV puede mejorar la biogénesis y funcidbn mitocondrial e
indirectamente estimular la captacion de glucosa por parte de las células, disminuyendo
con ello la hiperglucemia, lo que, sumado a sus propiedades antioxidante y
antiinflamatoria, lo convierten en un agente terapéutico complementario ideal para el
control de la DM2.
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La mayoria de investigaciones sobre el efecto del RV han sido realizadas en modelos
animales, las cuales han evidenciado los efectos antioxidantes, antiinflamatorios e
hipoglucemiantes vinculados con el incremento en los niveles de SIRT1; sin embargo, los
hallazgos de los estudios en humanos no son consistentes, sobre todo en la poblacion
de adultos mayores, en quienes no se ha logrado indicar una dosis efectiva para controlar

el EOx, lo que justifica llevar a cabo la presente investigacion.

Por lo anterior, nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:
% ¢Cudl es el efecto de la administracién oral de resveratrol a dosis de 500 mg/dia
en comparacion con 1000 mg/dia sobre los marcadores de estrés oxidante y

sirtuina-1 en adultos mayores con diabetes mellitus tipo 27?
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V. HIPOTESIS
Considerando los hallazgos de los estudios que han reportado efectos antioxidantes y
antiinflamatorios, asi como la activaciéon de SIRT1 de tipo dosis respuesta, suponemos
que el grupo de adultos mayores con diabetes tipo 2 que consuman 1000 mg/dia de RV,
mostrara una disminucién significativa de los marcadores de estrés oxidante y un
aumento en la concentracion de SIRT1, en comparacion con el grupo que consuma 500

mg/dia.
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VI.

OBJETIVOS

VI.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion oral de resveratrol a dosis de 1000 mg/dia en

comparacion con 500 mg/dia sobre marcadores de estrés oxidante y sirtuina-1 en adultos

mayores con diabetes tipo 2.

VI.2 Objetivos especificos

X/
L X4

X/
L X4

Evaluar el efecto antioxidante del consumo de resveratrol a dosis de 1000 mg/dia
vs. 500 mg/dia en adultos mayores con DM2.

Evaluar el efecto del consumo de resveratrol a dosis de 1000 mg/dia vs. 500
mg/dia sobre la concentracion de SIRT1 en adultos mayores con DM2.

Evaluar el efecto sobre el indice de masa corporal (IMC) y la presion arterial del
consumo de resveratrol a dosis de 1000 mg/dia vs. 500 mg/dia en adultos mayores
con DM2.

Evaluar el efecto hipoglucemiante del consumo de resveratrol a dosis de 1000
mg/dia vs. 500 mg/dia en adultos mayores con DM2.

Evaluar el efecto hipolipemiante del consumo de resveratrol a dosis de 1000

mg/dia vs. 500 mg/dia en adultos mayores con DM2.
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VIl.  MATERIAL Y METODOS
VII.1 Poblacién y disefio de estudio
Previo consentimiento informado (Anexo 1) aprobado por el Comité de Bioética y
Bioseguridad de la FES Zaragoza, (Anexo 2), se llevdo a cabo un ensayo clinico,
aleatorizado, doble ciego, con una muestra de 124 personas mayores de 60 afos
residentes de la Ciudad de México y zonas conurbadas, con diagndstico clinico de DM2.
Ademas, todos los participantes se encontraban bajo esquemas de tratamiento

antidiabético similares (metformina y/o glibenclamida).

VII.2 Criterios de inclusion
e De 60 a 74 afos de edad
e Sexo indistinto
e Sin dafio renal
¢ No recibieran tratamiento insulinico, pero si tratamiento oral hipoglucemiante

¢ Que estuvieran de acuerdo en participar y firmar el consentimiento informado

Criterios de exclusion
e Hipersensibles al RV
e Con deterioro cognitivo severo
e Que padecieran hipotiroidismo
e Que presentaran problemas de absorcién de tubo digestivo o que hayan sido
sometidos a cirugia gastrica
e Con insuficiencia hepatica aguda

e Que se encontraran ingiriendo vitaminas antioxidantes (A, C y/o E)

Criterios de eliminacion
¢ Que presentaran reacciones adversas severas atribuibles al tratamiento
¢ Que renunciaran voluntariamente al proyecto
¢ Que interrumpieran la ingesta del compuesto durante el seguimiento

¢ Que presentaran alguna enfermedad que ameritara hospitalizacion
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La muestra se dividio aleatoriamente en tres grupos: (i) Grupo experimental 1000
(GE1000) (n=40), que recibio dos capsulas con 500 mg/dia de RV; (ii) Grupo experimental
500 (GE500) (n=43), que recibio 2 capsulas con 250 mg/dia de RV; y (iii) Grupo placebo
(GP) (n=41), quienes recibieron diariamente dos capsulas de idéntica apariencia a las de
los otros grupos, pero el contenido fue un placebo. El seguimiento se realizé durante 6

meses, tal como se presenta en la figura 7.

Participantes reclutados n=213

Sujetos que no cumplieron con
los criterios de inclusion n=57

Sujetos que decidieron no
participar n=32

I Participantes aleatorizados n=124 |

GE1000 n=40 | | GE500 n=43 | | GP n=41

Pérdidas n=3 Pérdidas n=11 Pérdidas n=13
n=1 No se pudo localizar n=3 No se pudieron localizar n=2 No se pudieron localizar
n=1 Interrumpié la ingesta n=7 Dejaron de participar por n=7 Dejaron de participar por
n=1 No podia asistir a toma falta de mejoria falta de mejoria
de muestra n=1 Interrumpio la ingesta n=1 Interrumpio la ingesta

n=1 Se mudo de ciudad
n=2 fallecieron

Datos analizados después de Datos analizados después de Datos analizados después de
6 meses de seguimiento 6 meses de seguimiento 6 meses de seguimiento
n=37 n=32 n=28

Figura 7. Diagrama general del estudio. Abreviaturas: GE1000, grupo suplementado con 1000 mg/dia de
RV; GE500, grupo suplementado con 500 mg/dia de RV; GP, grupo que recibié placebo




VII.3 Variables
Independiente:

+ Tratamiento (1000 mg/dia de RV, 500 mg/dia de RV, placebo)
Dependientes:

X/

<+ Marcadores de estrés oxidante

% Sirtuina-1

Cuadro 2. Operacionalizacion de variables

VARIABLE DEFINICION NIVEL DE CATEGORIAS
MEDICION
Tratamiento  Administracion complementaria de Cualitativa Tratamiento A (500 mg/dia de
resveratrol en dosis de 500 mg/dia nominal resveratrol)
0 1000 mg/dia Tratamiento B (1000 mg/dia de
resveratrol)
Placebo
Desequilibrio bioguimico entre los Concentracion de LPO
Estrés oxidantes y los antioxidantes, Cuantitativa  expresada en pmol/L
oxidante medido a través de la continua Concentracion de 8-Iso
concentracion plasmatica de LPO, expresada en pg/mL
8-Iso, la actividad de las enzimas Actividad enzimatica de SOD
antioxidantes SOD, GPx y CAT, el expresada en U/L
estado antioxidante total (TAS, Actividad enzimatica de GPx
total antioxidant status) e IEOx. expresada en U/L
Actividad enzimatica de CAT
expresada en U/L
TAS expresado en mmol/L
Puntaje del IEOx
SIRT 1 Enzima desacetilasa dependiente Cuantitativa  Concentracion sérica de SIRT1
de nicotin adenin dinucleotido continua expresada en ng/mL

(NAD"), estrechamente ligada con
la homeostasis energética.
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VII.4 Técnicas
Previo al inicio del estudio y transcurridos seis meses, se realizaron las mediciones

siguientes:

VII.4.1. Presion arterial e indice de masa corporal
- Peso: se midi6 el peso de los participantes en ropa interior empleando una béscula

Torino calibrada en cada medicién.

- Estatura: los participantes estando en posicion de pie manteniendo los talones juntos,
con los gluteos, hombros y cabeza en contacto con el estadimetro de aluminio graduado

en milimetros, con la vista al frente y el plano de Frankfurt paralelo al suelo.

- IMC: se calcul6 dividiendo el peso entre la estatura al cuadrado (kg/m2).

- Presion arterial: se determind de acuerdo con lo establecido en la NOM-030-SSA-2-
2009. Para la prevencién, deteccion, diagndstico, tratamiento y control de la hipertension
arterial. Para ello se solicité a cada participante sentarse en una silla con buen respaldo,
con un brazo descubierto y flexionado sobre un soporte. Se empled un estetoscopio y un
esfingomandémetro acoplado a una columna de mercurio para tomar la medida de la

tension arterial sistélica y diast6lica.14°

VII.4.2. Mediciones bioquimicas

Previo ayuno de al menos 8 horas, entre las 7:00 y 9:00 horas, se obtuvieron muestras
sanguineas con equipo Vacutainer, en tubos (Beckton-Dickinson) con (acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) para realizar la biometria hematica, la cuantificacion del
porcentaje de HbAlc y medir la concentracion de 8-1so. Asimismo, se tomaron muestras
sin anticoagulante para las pruebas bioquimicas (concentraciones de glucosa, acido
arico, urea, colesterol total, liporoteinas de alta densidad (HDL-c), triglicéridos, creatinina,
albumina y proteina C reactiva (PCR)). Ademas, se obtuvieron muestras de sangre en
tubos con heparina para la medicién de los marcadores de EOx: SOD, GPx, CAT, TASy

LPO. Para las pruebas realizadas empleando suero o plasma, se centrifugaron las
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muestras a 3500 rpm durante 10 minutos y posteriormente se separ6 el paquete
eritrocitario del suero o plasma, siendo estos ultimos almacenados en ultracongelador a

-70 °C hasta su uso en las pruebas correspondientes.

Las técnicas empleadas se describen a continuacion:

- HbAlc (Randox Laboratories Ltd, HA 3830): en un primer paso se da un pretratamiento
a la muestra de sangre total, consiste en lisar los glébulos rojos y provocar la hidrolisis
de la hemoglobina a cargo de una proteasa. En un segundo paso se determina, bajo
principio turbidimétrico, la cantidad de HbAlc contenida en la muestra mediante
aglutinacion en latex. La glucohemoglobina compite con anticuerpos monoclonales
HbAlc.

- Albumina (Randox Laboratories Ltd, UK AB 362): la medicion se basa en la unién
cuantitativa de la albumina con el indicador verde de bromocresol, el complejo formado
(albumina-verde de bromocresol) presenta absorcibn maxima a 578 nm, siendo la

absorbancia directamente proporcional a la concentracion de albumina en la muestra.

- Colesterol (Randox Laboratories Ltd, UK CH 200): es determinado tras una hidrélisis
enzimatica y una oxidaciéon. Se forma un indicador quinoneimina a partir de perdxido de
hidrogeno y 4-aminoantipirina en presencia de fenol y peroxidasa. Se mide la absorbancia

a 546 nm, siendo directamente proporcional al colesterol contenido en la muestra.

- Creatinina (Randox Laboratories Ltd UK CR 510): la creatinina en solucién alcalina
reacciona con acido picrico para formar un complejo coloreado cuya absorcion a 492 nm

es proporcional a la concentracion de creatinina contenida en la muestra.

- Glucosa (Randox Laboratories Ltd, UK GL 364): se determina tras una oxidacion
enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. El peréxido de hidrégeno formado

reacciona, catalizado por la peroxidasa, con fenol y 4-aminofenazona para formar un

48



indicador de quinoneimina rojo-violeta. La absorbancia es medida a 500 nm y la

intensidad es directamente proporcional a la concentracién de glucosa en la muestra.

- Triglicéridos (Randox Laboratories Ltd, UK TG 210): se determinan tras hidrolisis
enzimatica con lipasas. El indicador es una quinoneimina formada a partir de peroxido de
hidrégeno, 4-aminofenazonay clorofenol bajo la influencia catalitica de la peroxidasa. Se
mide la absorbancia a 500 nm, siendo la intensidad proporcional a los triglicéridos

contenidos en la muestra.

- Acido urico (Randox Laboratories Ltd, UK UA 230): se convierte en alantoina mediante
una reaccioén catalizada por uricasa, formando ademas peroxido de hidrégeno, mismo
que bajo la catalisis de la peroxidasa, oxida al acido 3,5-dicloro-hidroxibencenosulfénico
y 4-aminofenazona para formar un compuesto colorido de quinoneimina rojo-violeta cuya
maxima absorcién a 520 nm es proporcional a la cantidad de acido Urico presente en la

muestra.

- HDL-c (Randox Laboratories Ltd, UK CH 204): la determinacion se fundamenta en la
precipitacion cuantitativa de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), muy baja densidad
(VLDL) y quilomicrones, bajo la accién de acido fosfotingstico y Mg?*, el sobrenadante
que contiene al HDL-c, forma un compuesto quinoneimina por accién de esterasas de
colesterol, dicho compuesto colorido presenta absorcion maxima a 578 nm y su

intensidad es proporcional a la concentracion del analito en la muestra.

- Urea (Randox Laboratories Ltd, UK UR 220): la urea se hidroliza en presencia de agua
y ureasa para producir amoniaco y dioxido de carbono. El amoniaco producido se
combina con a-oxoglutarato y NADH en presencia de glutamato deshidrogenasa para
producir glutamato y NAD*. La absorcion maxima de los productos de la reaccion es

medida a 340 nm, siendo proporcional a la cantidad de urea contenida en la muestra.
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Todas las mediciones incluyeron sueros control con valores normal y alto de la casa
comercial Randox Laboratories Ltd. Las pruebas fueron realizadas en el equipo

automatizado Selectra Junior.

- La biometria hemética fue realizada en un equipo automatizado Micros 60, se emplearon
controles bajo, normal y alto, como control de calidad de cada medicion.

VI1.4.3 Medicion de marcadores de estrés oxidante

Sistema antioxidante

Se emplearon muestras de plasma y sangre total con heparina para medir el TAS y las
actividades de SOD, GPx y CAT por métodos cinéticos colorimétricos, empleando

estuches comerciales de Randox Laboratories, Ltd.

- Actividad de la SOD. Para la medir la actividad de esta enzima se empled un estuche
comercial (Ransod, Randox Laboratories Ltd, UK), cuyo método se basa en el trabajo
realizado por Mc Cord y Fridovich,*#® el cual hace uso de xantina y xantinoxidasa (XOD)

para formar radicales superoxido:

Xantina X0D » acido Urico + O2

Posteriormente, los radicales superoxido formados reaccionan con cloruro de 2-(4-

yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T.) para formar un colorante formazan rojo:

INT. + O »  colorante formazan

Se mide la actividad de la SOD por el grado de inhibicién de la siguiente reaccion:

O2 + Oz + 2H* SOD | 02+ H202
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Para el ensayo se tomaron 500 L de sangre total heparinizada y se lavaron los eritrocitos
con soluciéon salina isotonica, posteriormente al botén de eritrocitos lavados se
adicionaron 2 mL de agua bidestilada fria para provocar lisis celular, enseguida se
diluyeron con 1.9 mL de tampdn fosfato 0.01 mmol/L pH 7.0 (Sigma Chemical Co.). De la
dilucion se pipetearon 6 L y fueron colocados en bafio Maria a 37°C, se adicionaron 200
pL de sustrato mixto (xantina 0.05 moml/L, I.N.T. 0.025 mmol/L) y 30 uL de XOD (0.94
mmol/L), ambos previamente colocados en el bafio a 37°C, se mezclé y se activo el
crondmetro para registrar la absorbancia Al tras 30 segundos de la reaccion, y se registro
la absorbancia final A2 transcurridos 3 minutos mas, a 505 nm; se calculd la diferencia
de las absorbancias, asi como el delta por minuto. Se empled un blanco de reaccion, para
lo cual se pipetearon 6 UL de agua destilada y se siguié el mismo procedimiento que con
los 6 pL pipeteados a partir de la dilucion con tampon fosfato. Para calcular el porcentaje

de inhibicién de la enzima se empleo el siguiente calculo:

100-[(delta /min muestra*100)/(delta/min blanco )] = % de inhibicion.

Para obtener la actividad de la SOD en UI/L se extrapolaron los porcentajes de inhibicion
en la siguiente ecuacion de la recta de calibracion:

Actividad de la SOD = [1.21 + (0.01 * % de inhibicién)] * 100

- Actividad de la GPx. Se emple6 el método basado en el trabajo de Plagia y Valentine

asi como reactivos de un estuche comercial (Ransel, Randox Laboratories Ltd).'#’

La GPx cataliza la oxidacion del GSH por el hidroperéxido de cumeno.

2GSH + ROOH GPx_, ROH + GSSG + H20

»
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El GSSG en presencia de GR y NADPH es inmediatamente convertido en su forma
reducida con una oxidacion concomitante de NADPH en NADP™*. Se mide la disminucion

de la absorbancia a 340 nm.

GSSG + NADPH + H* GR » NADP* + 2GSH

Para la prueba se diluyeron 50 pyL de sangre total heparinizada en 1 mL de solucion
diluyente (Randox Laboratories Ltd) y se incubd por 5 minutos, enseguida se adiciono 1
mL de reactivo de Drabkin a doble concentracién (Sigma Chemical Co.), posteriormente
se pipetearon 5 pL de la dilucion y se colocaron en bafio Maria a 37°C, se agregaron 200
uL del reactivo de trabajo (glutation 4 mmol/L, glutatién reductasa = 0.5 U/L y NADPH
0.34 mmol/L), previamente colocado en el bafio a 37°C, luego se adicionaron 40 pL del
reactivo de cumeno (hidroperoxido de cumeno 0.18 mmol/L) bien agitado, se mezclé y
simultdneamente se inicid el crondmetro. Se registrd la absorbancia Al trascurrido 1
minuto, la A2 tras 2 minutos y la A3 después de 3 minutos del inicio de la reaccion, a una
longitud de onda de 340 nm. Para el blanco de reaccién se pipetearon 5 puL de agua
destilada y se siguié el mismo procedimiento que con los 5 uL de la dilucion con muestras
de pacientes. Se calcularon los deltas de absorbancia (A= A1 — A3) y se procedio a
calcular la actividad de la enzima mediante la siguiente ecuacion:

Actividad GPx UI/L = (Amuestra - Ablanco)* 8412 U/L* 41

- Razén SOD/GPx: Se calculé como cociente entre la actividad de la SOD y la actividad
de la GPx, en UI/L.

- Actividad de la CAT. La actividad de esta enzima se determiné mediante el método de
Aebi,’* el cual se basa en seguir la disminuciéon de la absorbancia producida por un
decremento en la concentracion de H20z2, el cual es provocado por la CAT para producir
H20 y Oz, de acuerdo con la siguiente reaccion:

H202 + H202 —CAT 5, 2HO0 + O2
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Para la prueba se tomaron 500 pL de sangre total heparinizada y se realizaron lavados
con solucion salina isotonica, enseguida se adicionaron 2 mL de agua bidestilada fria a
los eritrocitos para provocar lisis celular, posteriormente se adicionaron 1.9 mL de
solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 mmol/L pH 7.0 (Sigma Chemical Co.) para diluir
la muestra. De la dilucidn se pipetearon 10 uL y se agregaron a 190 pL de una mezcla
de H20:2 al 30% con solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.0, a una concentracion de
80 mM. La reaccion se sigui6 realizando lecturas de la absrobancia a 240 nm cada 20
segundos durante 2 minutos a temperatura ambiente. El calculo de la actividad de CAT

se realiz6 usando la siguiente ecuacion:

CAT= ((AAbs/20s) * Volumen total * dilucién)) * 120s / (Hb mg/mL * coenficiente de extincién)
Finalmente se realiz6 la correccion para calcular la actividad de la enzima en Ul/ gHb.

- TAS. Para esta prueba se hizo uso de un estuche comercial (Total antioxidant status,
Randox Laboratories Ltd). Se trata de una prueba donde se combinan peroxidasa
(metamioglobina) con  peroxido de hidrbgeno y ABTS (2,2 -azido-di
etilbenzotiazolinsulfonato), que resultan en la formacion de radical cation ABTS*. Dicho
radical presenta una coloracion verde azulada, la presencia de antioxidantes en la
muestra produce la supresion de esta coloracion, siendo ésta proporcional a la

concentracion de antioxidantes.

Para la determinacion se pipetearon 4 uL de plasma, 4 pL de agua destilada para ser
usada como blanco y 4 pyL de estandar (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroma - acido
carboxilico, concentracién indicada en el estuche), en 3 pocillos diferentes y se colocaron
a 37°C, se adicionaron 40 pL de cromégeno (metamioglobina 6.1 mmol/L, ABTS 610
mmol/L), se mezcldé y se registro la absorbancia A1 a 600 nm; posteriormente se
adicionaron 200 pL de sustrato (peroxido de hidrogeno 250 mmol/L), se activd el
cronémetro y se mezcld para luego leer la absorbancia A2 transcurridos exactamente 3

minutos.

53



Se calcularon los deltas de las absorbancias (A2-Al) y también se hizo el calculo del

factor empleando la siguiente ecuacion:

Factor = (concentracion del estandar)/((delta del blanco-delta del estandar))

Por dltimo, se calculo la concentracion de antioxidantes en mmol/L con la siguiente
ecuacion:

Aox mmol/L= Factor + (Ablanco — Amuestra)

La cinética de todas las reacciones se midid en un espectrofotometro para microplacas

Thermoscientific™ Multiskan Go.

- Brecha antioxidante o GAP. Esta se define como los antioxidantes diferentes de
albuminay acido arico, no medidos en las técnicas para la determinacion de antioxidantes
totales. Se calcula a partir del TAS en umol/L y las concentraciones de albumina y acido

Urico en las mismas unidades. Para ello se empleé la siguiente ecuacion:5?

GAP =[TAS — [albumina (umol/L) + &cido arico (umol/L)]

- LPO. El método empleado para esta medicion se basé en el analisis de Jentzsch y
col.1#? que mide las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), en el cual una
molécula de MDA reacciona con dos moléculas de acido tiobarbittrico con la produccion
de un compuesto color rosa que absorbe a 535 nm. La amplificacién de la peroxidacién
durante el ensayo fue prevenida con la adicibn de 10 pL del antioxidante butiril-
hidroxitolueno (BHT 2mM).

En el ensayo, 400 pL de plasma o del estandar de MDA (0.2-4.0 mmol/L) preparado por
la hidrdlisis de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) se
mezclaron con 400 pL de acido ortofosférico 0.2 M (Sigma Chemical Co.) y 50 pL de BHT
12.6 mM (Sigma Chemical Co.) en tubos de 12 x 75 mm. Posteriormente se agregaron
50 pL de reactivo de acido tiobarbittrico (0.11 mol/L en 0.1 mol/L NaOH; Fluka, Buchs,
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Suiza) y se mezcld; enseguida, la reaccion se incubo a 90°C durante 45 minutos en bafio
Maria. Al cabo del tiempo, los tubos se colocaron en un bafio de hielo para detener la
reaccion. Las sustancias reactivas de acido tiobarbiturico se extrajeron con 1,200 pL de
n-butanol (Sigma Chemical Co.). La fase superior fue leida a 535 y 572 nm para corregir
la absorcion basal, en un espectrofotdmetro para microplacas Thermoscientific™
Multiskan Go. Los equivalentes de MDA (sustancias reactivas de acido tiobarbitlrico) se
calcularon utilizando la diferencia de absorcién entre las dos longitudes de onda y la
cuantificacion se realizo interpolando las absorbancias en la curva de calibracion. Para la
curva de calibracion se prepararon las siguientes soluciones a partir de la sustancia

patron que es el 1,1,3,3-tetrametoxipropeno (TMP).

a) TMP 1mM: se diluyeron 17uL de TMP en 100ml de agua destilada (solucién madre
preparada en funcion del peso molecular del TMP)

b) TMP 0.2 mM: se tomé 1ml de TMP 1mM y se afiadieron a 4ml de agua bidestilada
(se prepara cada vez que se usa).

Se prepararon ocho tubos de concentraciones crecientes como se muestra a

continuacion:

Tubo TMP (uL) H20 (pL) MDA (pmol/L)

1 0 400 0

2 10 390 0.2
3 20 380 0.4
4 40 360 0.8
5 60 340 1.2
6 100 300 2.0
7 140 260 2.8
8 200 200 4.0

A cada tubo se adicionaron 50 pL de BHT 12.6 mM y 400 pL de &cido ortofosférico 0.2
mol/L consecutivamente, se mezclaron y se agitaron. Posteriormente se les agregaron
50 pL de reactivo de acido tiobarbittrico (0.11 mol/L en 0.1 mol/L NaOH; Fluka, Buchs,
Suiza) y se mezcld; enseguida, la reaccion se incub6 a 90°C durante 45 minutos en bafio
Maria y se siguié el mismo procedimiento de extraccion y lectura que con las muestras

de plasma.
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- 8-Iso0. Se emplearon muestras de plasma con EDTA para la cuantificacion de los 8-Iso
mediante ensayo inmunoenzimatico, empleando un estuche comercial (8-isoprostane
ElA kit 515351, Cayman Chemical Company). La prueba se basa en la competencia entre
el 8-Iso y la 8-1so-acetilcolinesterasa (AChE) conjugada (8-Iso-trazador) ante un limitado
namero de sitios de union de antisuero de conejo especifico para 8-Iso, éste ultimo se
une a un anticuerpo monoclonal que ha sido previamente unido al pozo. Se realiza un
lavado con solucion tampon para remover todo reactivo no unido y posteriormente se
agrega el reactivo de Ellman que contiene al sustrato de la AChE. El producto de esta
reaccion enzimatica es un compuesto de color amarillo, cuya maxima absorcion se da a
412 nm. La intensidad del color es proporcional a la cantidad de 8-Iso trazador unido a el
pozo, el cual es inversamente proporcional a la cantidad de 8-Iso libre presente en la
muestra analizada. El ensayo se realiz6 en varias etapas: purificacion de la muestra,
preparacion de la curva estandar, adicion de reactivos a la placa, incubacién, desarrollo

y lectura de la placa. A continuacion, se describe la metodologia utilizada.

Purificacion de la muestra.

Se transfirio el absorbente a un tubo limpio y seco, se centrifugd a 1500 x g durante 3
minutos, posteriormente, se removié el sobrenadante, se adiciond solucién
amortiguadora de columna al absorbente en una relacion 1:4 y se mezcld
cuidadosamente, luego se centrifugdb nuevamente y se descartd el sobrenadante, esta
operacion se repiti6 hasta completar un total de 4 repeticiones. Se resuspendié el
absorbente con un volumen equivalente de solucién amortiguadora de columna. Se tomé
una alicuota de 1 mL de muestra en un tubo eppendorf y se agregaron 80 pL del
absorbente previamente lavado y agitado, se mezclé suavemente por 45 minutos y
pasado este tiempo se centrifugaron las muestras a 1500 x g por 5 minutos, con ayuda
de una pipeta se removié cuidadosamente el sobrenadante, conservando el absorbente
ya que a éste se ha unido el 8-Iso. Se lavo el absorbente con 1 mL de solucion
amortiguadora de columna, se centrifugd nuevamente y se descarto el sobrenadante,
posteriormente se lavo el absorbente con 1 mL de agua ultrapura, se centrifugé y se
descarto el sobrenadante. Para extraer el 8-Iso del absorbente, se resuspendié el botén

en 0.5 mL de solucion de elucion (Etanol/ agua; EtOH/H20 95:5), se agito brevemente y
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se centrifugd. Después se transfirid cuidadosamente el sobrenadante a un tubo limpio y
seco. Esta accidn se repitié una segunda vez combinando ambas eluciones en un mismo
tubo de muestra. Se almacenaron las muestras a -80°C (bajo estas condiciones las
muestras son estables por 1 afio), hasta la realizacion del ensayo. Previo a la realizacion
del ensayo, las muestras se secaron bajo corriente de nitrdgeno y posteriormente, se

resuspendieron en 150 L de soluciéon amortiguadora de afinidad eicosanoide (EIA).

Preparacion de la curva estandar.

Se equilibré la punta de una pipeta llenando y expulsando EtOH en repetidas ocasiones.
Con la punta equilibrada se transfirieron 100 pL del estandar de 8-Iso a un tubo limpio,
luego se diluy6 con 900 uL de agua ultrapura, obteniendo una solucién a concentraciéon
de 5 ng/mL. En 8 tubos numerados (#1 al #8) se dispensoé soluciébn amortiguadora EIA:
900 pL en el tubo #1 y 750 pL en los tubos #2 a #8. Se transfirieron 100 pL estandar (5
ng/mL) al tubo #1 y se mezcl6 cuidadosamente, obteniendo una concentracion 500 pg/mL
en el primer punto de la curva. Posteriormente se hicieron diluciones de manera seriada,
tomando 500 uL del tubo #1 y transfiriéndolos al tubo #2, después se tomaron 500 pL del
tubo #2 y se transfirieron al tubo #3, se repitio este proceso hasta llegar al tubo #8,
mezclando completamente tras cada adicion. Se obtuvieron las siguientes
concentraciones: 500 pg/mL, 200 pg/mL, 80 pg/mL, 32 pg/mL, 12.8 pg/mL, 5.1 pg/mL,
2.0 pg/mLy 0.8 pg/mL.

Adicion de reactivos

Se adicionaron los reactivos de acuerdo con la plantila de Cayman Chemical. Se
colocaron 100 pL de solucién amortiguadora EIA al pozo de unién no especifica (NSB) y
50 uL de soluciéon amortiguadora EIA al pozo de unién maxima (Bo). Se dispensaron 50
uL de cada tubo de la curva estandar a los pozos correspondientes, empezando por el
tubo de menor concentracion (tubo #8) al tubo de mayor concentracion (tubo #1) de
manera descendente, la curva se realizé por duplicado. Posteriormente se agregaron 50
uUL de muestra por pozo (cada muestra fue analizada por duplicado), se adicionaron 50
uL del trazador de 8-Iso en todos los pozos excepto en el de actividad total (TA) y el

blanco (Blk), después se pipetearon 50 pL del antisuero de 8-Iso en todos los pozos
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excepto en TA, NSB y BIK). Se cubrid la placa con una cubierta plastica y se incubo por
18 horas a 4°C.

Transcurrido el tiempo de incubacion se vaciaron completamente los pozos y se lavaron
5 veces con soluciéon amortiguadora de lavado, enseguida se adicionaron 200 uL del
reactivo de Ellman en todos los pozos, se agregaron 5 pL de trazador al pozo de actividad
total y se cubrié con una cubierta plastica, la placa se desarroll6 a temperatura ambiente,
protegida de la luz y con agitaciéon muy suave durante 90 minutos. Tras el desarrollo de
la placa, se limpi6 la base de la misma y se retiré cuidadosamente la cubierta plastica, se
procedi6 a leer la placa a una absorbancia entre 405 y 420 nm en un espectrofotometro
para microplacas Thermoscientific™ Multiskan Go, la absorbancia fue leida cuando los
pozos Bo estaban en un rango de 0.3-1.0 A.U (considerando sustraccion de blanco). Si
la absorbancia de Bo se encontraba por encima de 2.0 se procedia a re-desarrollar la
placa, segun las instrucciones de Cayman Chemical. Para obtener las concentraciones
se construyo la curva estandar de la razén B/Bo (eje Y) vs la concentracién de los
estandares (eje X), y se interpolé dando el mismo tratamiento al promedio de las

absorbancias crudas de las muestras.

VII.5 Medicién de SIRT1

La cuantificacion de SIRT1 se hizo mediante la técnica de ELISA de doble sdndwich. Se
emplea un anticuerpo monoclonal SIRT1 humano y un anticuerpo de deteccion marcado
con biotina. Las muestras y el anticuerpo marcado con biotina se afiaden a los pocillos
de la placa ELISA y después se lavan con solucién tampoén. Luego, se agregan los
conjugados de avidina-peroxidasa a los pocillos y se adiciona el sustrato. La mezcla de
reaccion se vuelve azul y posteriormente se torna amarilla por adicion de acido. Se lee la

absorbancia del compuesto colorido a 450 nm.

Todas las mediciones se realizaron antes de iniciar la intervencion y se repetieron 6

meses después.
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VII.6 Andlisis estadistico

Se efectuo el calculo de medidas descriptivas, frecuencias y porcentajes en las variables
cualitativas; asi como célculo de la media y desviacién estandar (DE) para las variables
cuantitativas. La comparacion se realizO mediante las pruebas estadisticas de analisis
de la varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de medidas repetidas y chi cuadrada,
empleando un intervalo de confianza del 95%, considerando una prueba significativa
aquella con valor de p<0.05. El andlisis estadistico se realizé con el paquete estadistico
SPSS version 21.

VII.7 Aspectos éticos y legales

A todos los participantes se les entregé un consentimiento informado (Anexo 1) de
acuerdo con lo que establece la declaracion de Helsinki (Tokio 2004). Una vez que
hubieron leido y comprendido en que consiste el proyecto, cudles eran los procedimientos
a los que serian sometidos, asi como los beneficios y posibles riesgos, firmaron dicho
documento en presencia de dos testigos, aceptando asi su participacion en la

investigacion.
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VIIl. RESULTADOS

VIII.1 Presion arterial e IMC
En el Cuadro 3 se presentan los datos de presion arterial e indice de masa corporal de
los 3 grupos de estudio. No se observaron diferencias significativas (p>0.05) después de

6 meses de seguimiento.

VIII.2 Parametros bioquimicos
Respecto a los parametros bioquimicos, se observo una disminucién significativa
(p<0.05) de los niveles de triglicéridos en el GE1000 después del tratamiento (basal, 170
+ 69 vs. post, 147 + 46 mg/dL) en comparacion con el GP (basal,197 + 85 vs. post, 205
+ 62). Asimismo, se encontré un incremento significativo (p<0.05) en los valores de la
PCR en el GP transcurridos los 6 meses de seguimiento (basal, 0.37 = 0.4 vs. post, 0.48
+ 0.5 mg/dL). En los demas pardmetros bioquimicos evaluados (hemoglobina,
hematocrito, glucosa, urea, creatinina, acido urico, colesterol total, colesterol-HDL,

albumina y HbA1c) no se observaron cambios significativos (p>0.05) (Cuadro 4).

VIIl.3 Marcadores de EO

Se encontré un incremento significativo (p<0.05) en la concentracion de LPO en el GP
después de seis meses (LPO: basal, 0.219 + 0.07 vs. post, 0.282 + 0.07 pmol/L).
Asimismo, se observé una disminucion significativa (p<0.05) en la concentracion
sanguinea de 8-1so en el GE1000 (basal, 60 £ 25 vs. post, 45 + 27 pg/mL) en comparaciéon
con el GP. También observamos un incremento significativo (p<0.05) en TAS y GAP en
el GE1000 después del tratamiento con RV (TAS: basal, 1003 + 247 vs. post, 1225 + 249
pmol/L; GAP: basal 283 + 242 vs. post, 434 + 234) en comparacion con el GP. Asimismo,
la actividad de la SOD aumenté de manera significativa (p<0.05) en el GE1000 (basal,
167 = 15 vs. post, 173 £ 12) en comparacion con el GP. De igual manera, se encontro
una disminucion significativa en el puntaje del IEOx en GE1000 (basal, 2.5 + 1 vs. post,
1.3 + 1) después de los 6 meses de tratamiento en comparacion con el GP (1.9 £ 1 vs.
post, 2.8 = 1) (p<0.05). El resto de los marcadores evaluados no mostré6 cambios

significativos después de 6 meses (Cuadro 5).
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Se encontrd un aumento en el porcentaje de individuos sin EOx en el GE1000 (basal, 13
vs. post, 35%; p<0.05) después de 6 meses de tratamiento con RV. Asimismo, los
porcentajes de EOx moderado (EOM) y EOx severo (EOS) presentaron una disminucion
significativa en el GE1000 (EOM: basal, 27 vs. post, 13%; EOS: basal, 22 vs. post, 3%;
p<0.05) después de 6 meses de tratamiento. En GP observamos una disminucion
significativa en el porcentaje de sujetos sin EOx (basal, 21 vs. post, 7%; p<0.05) y en la
de sujetos con EOx leve (basal, 43 vs. post, 29%; p<0.05); mientras que el porcentaje de

individuos con EOM increment6 (basal, 29 vs. post, 54%; p<0.05) (Cuadro 6).

VIII.4 Concentracion de SIRT1

Con respecto a la concentracion de SIRT1 observamos un aumento significativo en el
GE1000 (basal, 1.5 + 1 vs. post, 3.1 £ 2 ng/mL; p<0.05) después de 6 meses de
seguimiento de tratamiento en comparacion con el GP, sin embargo, no se observaron

diferencias significativas en la comparacion del GE 500 vs. GP (p<0.05) (Figura 8).
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Cuadro 3. Presion arterial e IMC en los grupos de estudio pre y post-tratamiento

Parametro GE1000 (n=37) GES500 (n=32) Placebo (n=28)
Basal 6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses

Edad (afos) 66 + 6 637 64+5

IMC (kg/m?) 27.6+4.4 27.7+4.2 27.8+3.6 27.9+40 28.3+34 27.9+3.0

PAS (mmHQ) 127 + 16 124 + 12 128 + 17 127 + 14 127 +10 123 +10

PAD (mmHg) 84 +6 82+9 84 +13 86 +8 82+7 82+9

Abreviaturas: GE1000, grupo experimental suplementado con 1000 mg/dia de RV; GE500, grupo experimental suplementado con 500 mg/dia de RV; GP, grupo
placebo; IMC: indice de masa corporal; PAS: presion arterial sistélica; PAD: presion arterial diastélica. Los datos se presentan como media + DE. ANOVA de
medidas repetidas.
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Cuadro 4. Parametros bioquimicos de los grupos de estudio, pre y post-tratamiento

Parametro GE1000 (n=37) GE500 (n=32) Placebo (n=28)
Basal 6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses
Hemoglobina (g/dL) 14+1 14+2 14+1 15+2 14+2 14+2
Hematocrito (%) 45+ 4 45+ 4 4516 46 £5 4516 46 £ 5
Glucosa (mg/dL) 169 £ 73 186 £ 83 185 £ 65 203 £ 77 189+ 74 184 £ 67
Urea (mg/dL) 338 3614 33+14 33+15 36+11 38+17
Creatinina (mg/dL) 0.92+0.2 0.92+0.2 0.92+0.2 0.96 + 0.33 0.95+0.2 1.01+0.3
Acido drico (mg/dL) 45+1.6 40+1.3 4.4+1.38 3.8+0.9 51+1.9 46+1.4
Colesterol total (mg/dL) 200 £ 44 202 £ 69 196 £ 41 211+ 70 198 £ 42 210 £ 47
Triglicéridos (md/dL) 170 + 69 147 +46* 219 + 115 221 + 122 197 + 85 205 + 62
HDL-c (mg/dL) 61 + 26 56 + 16 54 + 16 53+ 15 54 + 17 52+11
Albtmina (g/dL) 43+0.3 48+0.6 4.4 +0.4 49+05 43+0.3 48+0.5
PCR (mg/dL) 0.23+0.3 0.22+04 0.22+0.2 0.33+0.3 0.37+04 0.48 £ 0.5*
HbAlc (%) 7.9+2.0 7.8+1.8 8.0+£20 81+15 1.7+22 80+1.7

Abreviaturas: GE1000, grupo experimental suplementado con 1000 mg/dia de RV; GE500, grupo experimental suplementado con 500 mg/dia de RV; GP, grupo
placebo; HbAlc, Hemoglobina glicosilada; HDL-c, lipoproteinas de alta densidad. Los datos se presentan como media + DE. ANOVA de medidas repetidas. Prueba

de Tukey como post-hoc, *p<0.05.




Cuadro 5. Marcadores de EOx en los grupos de estudio, pre y post-tratamiento

Parametro GE1000 (n=37) GE500 (n=32) Placebo (n=28)

Basal 6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses
LPO (umol/L) 0.230 = 0.08 0.212 £ 0.04 0.236 + 0.09 0.229 + 0.06 0.219 £ 0.07 0.282 £ 0.07*
8-Iso (pg/mL) 60 + 25 45 + 27 56 + 29 53+ 38 61 +24 76 + 35
SOD (UI/L) 167 £ 15 173 £ 12 172+ 16 178 £ 10 171+ 15 167 +10
GPx (UI/L) 7181 + 3794 8362 + 2910 8219 + 3616 8926 + 3010 7635 + 2988 7329 + 3049
CAT (1x10%Ul/gHb) 3.0+1 291 291 2.7+1 29+1 231
TAS (umol/L) 1003 + 247 1225 + 249* 1016 + 216 1014 + 269 1004 + 202 993 + 217
Razén SOD/GPx 0.030 £0.01 0.023+0.01 0.027 £0.01 0.026 £ 0.01 0.026 £ 0.01 0.023+0.01
GAP 283 + 242 434 + 234% 288 + 221 202 + 284 276 £ 175 205 + 229
IEOx 25+1 1.3+1* 201 1.7+1 19=+1 28+ 1*

Abreviaturas: EOXx, estrés oxidante; GE1000, grupo experimental suplementado con 1000 mg/dia de RV; GE500, grupo experimental suplementado con 500 mg/dia
de RV; GP, grupo placebo; LPO, Ipoperéxidos; 8-1so, isoprostanos; SOD, superoxido dismutasa, GPXx, glutation peroxidasa; CAT, catalasa; TAS, estado antioxidante
total (del inglés total antioxidant status); SOD/GPx, razén SOD/GPx; GAP, brecha antioxidante; IEOX, indice de estrés oxidante. Los datos se presentan como
media + DE. ANOVA de medidas repetidas. Prueba de Tukey como post-hoc, *p<0.05 placebo vs GE1000; 1 p<0.05 placebo vs (GE1000 y GE500); ¥ p<0.05
GE1000 vs (GE500 y placebo)
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Cuadro 6. indice de EOx en los grupos de estudio pre y post-tratamiento

GE1000 (n=37) GE500 (n=32) Placebo (n=28)
Basal 6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses
Sin EOx 5 (13%) 13 (35%)* 3 (10%) 9 (28%)* 6 (21%) 2 (7%)*
EOx leve 14 (38%) 18 (49%) 19 (59%) 15 (47%) 12 (43%) 8 (29%)*
EOx moderado 10 (27%) 5 (13%)* 9 (28%) 8 (25%) 8 (29%) 15 (54%)*
EOx severo 8 (22%) 1 (3%)* 1 (3%) 0 (0%) 2 (7%) 3 (10%)

Abreviaturas: EOXx, estrés oxidante; GE1000, grupo experimental suplementado con 1000 mg/dia de RV; GE500, grupo experimental suplementado con 500 mg/dia
de RV; GP, grupo placebo. Prueba McNemar, IC: 95%; *p<0.05 proporcion basal vs 6 meses.
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Figura 9. Concentracion de SIRT1 en los grupos de estudio pre y post-tratamiento. Se observa un incremento significativo (1.5 vs 3.1 ng/mL; p<0.05) en GE1000
después del seguimiento. No obstante, el GE500 en comparacion con el GP no diferencias significativas (p>0.05).

Abreviaturas:GE1000, grupo experimental suplementado con 1000 mg/dia de RV; GE500, grupo experimental suplementado con 500 mg/dia de RV; GP, grupo
placebo; SIRT1, sirtuina 1.
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IX. DISCUSION

En las ultimas décadas el RV ha sido uno de los nutracéuticos mas estudiado por
numerosos grupos de investigacion. En este sentido, en algunos experimentos realizados
in vitro y en modelos animales, ha sido demostrado su efecto antioxidante, anti-
inflamatorio, hipoglucemiante, neuroprotector, “antienvejecimiento” (mayor longevidad) e
incluso antineoplasico, por lo que se le reconoce como un producto de origen natural con
un gran potencial como agente terapéutico de enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y metabélicas,'%° entre las que destaca la DM2, cuya prevalencia,
incidencia y letalidad, tienen implicaciones familiares, sociales y econémicas. La DM2
representa una gran carga para los sistemas de salud, debido a su alta frecuencia de
complicaciones, lo que incrementa la necesidad de atencion hospitalaria y afecta
severamente la economia de las personas diabéticas y a sus familias, ademas de

deteriorar su calidad de vida.*0-42

Pese a los esfuerzos de la comunidad médica con los tratamientos convencionales, no
se ha logrado disminuir la prevalencia e incidencia de la DM2 ni del desarrollo de las
complicaciones micro y macrovasculares de los sujetos diabéticos, por lo que se han
propuesto tratamientos antioxidantes y antiinflamatorios complementarios a la terapia
hipoglucemiante, tales como el RV.1° Al respecto, aunque dichos efectos del RV han
sido demostrados en modelos animales con diabetes inducida, la evidencia en los
ensayos clinicos muestra resultados inconsistentes, por lo que las investigaciones en
torno a los efectos benéficos potenciales del RV en humanos es un tdpico relevante y de

actualidad.150.151

Por otro lado, también se ha propuesto que el RV podria ejercer un efecto hipotensor,
debido a su capacidad para inducir la produccion de oxido nitrico (NO), un potente
vasodilatador que se produce en el endotelio vascular.>?> No obstante, este efecto sélo
se ha observado en personas hipertensas. Acorde con lo anterior, en nuestro ensayo

clinico no observamos tal efecto, lo cual sugiere que el RV podria tener un efecto
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modulador especifico que responde a cifras de presion arterial alta. También se ha
reportado que el RV estimula a PGC-1a, un factor de transcripcion que regula a los genes
moduladores del almacenamiento de grasa corporal, por lo que a través de esa via podria
inducir pérdida de peso y disminuciéon del IMC.1>® Este efecto ha sido observado en
estudios realizados en sujetos con obesidad (IMC>30 kg/m?),1%2153 no obstante, en
nuestro estudio no se observd una disminucion en el IMC, debido a que nuestra poblacion
no presentaba obesidad, por lo que igualmente, dicho resultado sugiere un efecto

modulador especifico de la lipdlisis, tal como ha sido sefialado con la presion arterial.

Respecto al efecto del RV sobre el control de la DM2, se ha demostrado que el RV reduce
los niveles de glucosa sanguinea, debido a que aumenta la expresion de GLUT4 en las
células del musculo esquelético y promueve la translocacién de glucosa en los adipocitos,
mejorando la captacion, utilizaciéon y almacenamiento de la misma.®>* También se ha
propuesto, que el RV protege las células de los islotes de Langerhans del dafio oxidativo
y aumenta su viabilidad, ademas de restaurar las funciones secretoras de las células B y
normalizar la secrecion de insulina, lo que paulatinamente restaura la via de sefializacion
de insulina y contribuye a controlar la glucemia.>>1%¢ En este sentido, en algunos
ensayos clinicos se ha descrito que con dosis entre 200 y 1000 mg/dia de RV se reducen
los niveles de glucosa, insulina, HbAlc y la resistencia a la insulina en sujetos con DM2

menores de 50 afios.130.157.158

En estudios realizados en individuos mayores de 60 afios, usando dosis de 500 y 800
mg/dia, respectivamente, se ha demostrado un efecto hipoglucemiante después de 4y 8
semanas de tratamiento.137:139.141 Este efecto en adultos mayores ha sido consistente, tal
como se ha informado en los meta-andlisis publicados por Garcia-Martinez et al.
(2021),1%° Hausenblas et al. (2014)1%° y Liu et al. (2014)'1. En contraste, en nuestro
estudio no observamos cambios significativos en los niveles de glucosa y HbAlc después
de 6 meses de tratamiento, con ninguna de las 2 dosis empleadas; resultados que
coinciden con lo publicado en algunos estudios, en los que se administraron dosis, desde
150 mg/dia de RV en sujetos con DM2 menores de 50 afios;*4162 hasta dosis de 500 y

1000 mg/dia de RV en sujetos mayores de 60 afios,'3*143 en quienes no se encontraron
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cambios significativos en la sensibilidad a la insulina, el control glucémico, los niveles de
glucosay la HbAlc. Asimismo, en el meta-andlisis realizado por Jeyaraman et al. (2020),
tampoco encontraron un efecto hipoglucemiante, en sujetos de 60 afios y mas.1%3 Acorde
con lo anterior, en una revision sistematica y meta-analisis realizado por nuestro grupo
de investigacion, se encontré que los efectos del RV son notablemente menores en
personas mayores de 60 aflos en comparacion con personas mas jovenes, ya que
paralelamente a la baja biodisponibilidad del RV, los adultos mayores de 60 afos
presentan problemas de absorcion a nivel intestinal y poseen una disminuida capacidad
para metabolizar el RV, ademas del EOx relativo al envejecimiento, por lo cual se ha

sugerido emplear dosis elevadas en este grupo etario.'64

Con relaciéon al efecto hipolipemiante, observamos una disminucién significativa en la
concentracion sérica de triglicéridos en GE1000, lo cual puede atribuirse a la capacidad
del RV para disminuir la absorcion de los acidos grasos y la lipogénesis de novo, ademas
de incrementar la movilizacion de grasas e inducir la B-oxidacién de los &cidos grasos.6®
Este efecto hipolipemiante es consistente con lo observado en el meta-andlisis realizado
por Cao et al. (2022), quienes encontraron que la administracion oral de RV reduce

significativamente los niveles séricos de triglicéridos.66

En el presente estudio, también se observd un incremento significativo de la PCR en el
GP después del seguimiento, lo cual puede deberse a la inflamacién crénica de bajo
grado que surge como consecuencia de la hiperglucemia que caracteriza a la DM2.167 En
este sentido, se ha demostrado que la hiperglucemia promueve la formacién excesiva de
AGEs y estos activan al NFKB que desencadena la transcripcion de genes promotores
de citocinas pro-inflamatorias, y a su vez, estas ultimas estimulan la produccién de PCR
en el higado, razon por la cual la proteina se encuentra elevada en individuos con
DM2,167.168 ta] como fue observado en el GP. En contraste, en el GE1000, no se
observaron cambios significativos después de la administracion de RV, ya que es capaz

de bloquear la activacion del NFkB y evitar el aumento de la producciéon de PCR.6°
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Con respecto a los marcadores de EOx, se ha demostrado que el RV ejerce efectos
antioxidantes a través de dos mecanismos: (i) mediante la interaccién directa con los RL
y EROs; (ii) por su capacidad para aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes.'"®
En este sentido, el primer mecanismo se debe a la naturaleza polifendlica del RV, ya que
le otorga caracteristicas redox y le permite movilizar electrones a lo largo de su estructura
quimica, convirtiéndolo en un excelente depurador de hidroxilos, peroxidos y
superéxidos;’%17t como consecuencia de ello, puede minimizar o prevenir la oxidacion
de los éacidos grasos poliinsaturados que abundan en las membranas celulares,
protegiéndolas del dafio oxidativo.1’%-172 Acorde con esto, en los resultados de 2 ensayos
clinicos se encontrd una disminucion significativa de los niveles de MDA, un biomarcador
directo de la lipoperoxidacion de las membranas, con dosis de 200 y 500 mg/dia de RV

en sujetos con DM2,141.157

En nuestro ensayo clinico observamos una disminucién significativa de los niveles de
MDA en GE1000 y un incremento del mismo marcador en el GP, lo cual es congruente
con el efecto antioxidante del RV reportado en otros estudios. Asimismo, observamos un
incremento significativo de la concentracion de 8-Iso en GP y una disminucion importante
en GE1000, demostrando el efecto antioxidante del RV; ya que el 8-1so se forma como
un producto secundario de la peroxidacion lipidica, cuya molécula es de estructura similar
a las PGs y actualmente se le considera el estandar de oro para la medicion del dafio

oxidativo de las membranas;'’3 lo que concuerda con los resultados observados en GP.

El segundo mecanismo del RV es mediante el incremento en la actividad de las enzimas
antioxidantes (SOD, GPx, CAT), encargadas de eliminar el exceso de RL y EROs para
prevenir el dafio oxidativo.'’# Estas 3 enzimas actlan de manera conjunta para proteger
a las células de las EROs. Primero la SOD dismuta al anion superéxido en peréxido de
hidrogeno y posteriormente la GPx y la CAT lo degradan a oxigeno y agua.'’ Este efecto
lo logra mediante su interaccion con el Nrf2, un factor de transcripcion que modula la
expresion de genes que contienen elementos de respuesta antioxidante (ARE). La
activacion de la via Nrf2/ARE promueve la expresion de genes antioxidantes y estimula

la produccién de las enzimas SOD, GPx y CAT, cuya funcién es eliminar EROs.Y’® En
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este sentido, se ha observado que el RV activa a Nrf2 mediante la activacion de AMPK,
que a su vez estimula la via Nrf2/ARE y como resultado incrementa la produccion de

enzimas antioxidantes.175-177

En nuestro estudio encontramos un aumento no significativo de la actividad de SOD en
GE1000 y una disminucion significativa en GP, lo cual concuerda con lo sefialado
anteriormente, asi como con los resultados de algunos estudios en los cuales se ha
observado un incremento en la actividad de la SOD, con tratamiento de RV en dosis de
500 y 800 mg/dia, y una disminucion de la actividad de dicha enzima en los grupos
tratados con placebo.1#142 | os autores de estos estudios también describieron que TAS
se elevo después la administracién de RV, tal como ocurrié en el GE1000 de nuestro
ensayo clinico. Aunado a ello, observamos que después del seguimiento se elevo la GAP
en el GE1000. La GAP es un calculo que proporciona informacién sobre la actividad
antioxidante de componentes del plasma diferentes a acido urico y albumina, tales como
a-tocoferol, acido ascorbico, transferrina y otros antioxidantes obtenidos de la dieta, por
ejemplo, el RV;® lo que explica el incremento de GAP en el GE1000 al término de 6

meses de administracion oral de 1000 mg/dia de RV.

Respecto al IEOx se observé un incremento significativo en el GP y una disminucion en
el GE1000. En este sentido, la disminucién de IEOx es el resultado del incremento en la
TAS y GAP, con lo cual se contrarresta a las EROs y se atenua el dafio oxidativo a las
membranas, reflejandose en la disminucion de los niveles de LPO y 8-1so; y aun cuando
la actividad de las enzimas SOD y GPx no incremento significativamente, con el puntaje
del IEOx, podemos inferir que las enzimas antioxidantes evaluadas actian de manera
integral y eficiente, para contrarrestar las concentraciones altas de EROs. Con relacién
al IEO, se encontrd una disminucién en el porcentaje de individuos con EOx moderado y
severo en GE1000; mientras que en GP disminuyeron las proporciones de sujetos sin
EOx y EOx leve, y aumento la de EOx moderado. Esto concuerda con lo sefialado en la
literatura, ya que el grupo que recibié 1000 mg/dia de RV presentd un efecto antioxidante

mas alto en comparacién con los sujetos que recibieron tratamiento de 500 mg/dia.
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Por ultimo, observamos un aumento significativo en la concentracion de SIRT1 en el
GE1000, lo cual es congruente con el mecanismo propuesto del RV.178179 En este
sentido, la SIRT1 tiene un efecto sobre la regulacion de la autofagia, la mitofagia, la
biogénesis mitocondrial, la expresion de enzimas antioxidantes, la supresion de NFkB,
entre otras.'’® Asimismo, la produccién, expresion y actividad de SIRT1 pueden ser
modificadas por el RV de forma alostérica, por lo que un incremento de los niveles de
SIRT1 proporciona informacion indirecta sobre los efectos del RV.178

Por otro lado, cuando SIRT1 es estimulada desacetila y activa a la proteina cinasa LKB1
y esta fosforila y activa a AMPK, con lo cual se atenua el dafio oxidativo, mejora la Rl y
se reestablece la homeostasis energética.’’® Con respecto al papel de SIRT1 en el
metabolismo energético, la evidencia cientifica sugiere que aumenta la fosforilacién
oxidativa a través de la desacetilacion de PGC-1a y con ello funge como regulador de la
biogénesis mitocondrial en higado y musculo;'®°ya que PGC-1a controla la expresion de
los genes que regulan la biogénesis y actividad mitocondrial, disminuyendo la
acumulacion de lipidos e incrementando la captacién de glucosa, con lo que mejora el

metabolismo energético.8!

En relacién al efecto antioxidante del RV a través de SIRT1, se ha demostrado que SIRT1
estimula a AMPK y esta regula negativamente a la NADPH oxidasa, enzima encargada
de producir EROs, e induce un incremento en la expresién de SOD, cuyo resultado final
seria una disminucién del EOx.'®? La SIRT1 también regula la acetilaciéon de los factores
de transcripcion de la familia FOXO, involucrados no solo en el metabolismo de los lipidos
y la glucosa sino en la respuesta al EOx. Al respecto, se ha observado que la interaccién
SIRT1-AMPK estimula a FOXO3 que a su vez inhibe a la NADPH oxidasa, por lo cual a
través de SIRT1 y FOXO3 el RV disminuye la produccion de EROs y por tanto se atentda
el EOx.183 Ademas, se ha propuesto que el complejo formado por la interaccion SIRT1-
FOXO3- PGC-1a activa a Nfr2, como ha sido sefalado es un regulador transcripcional
de la expresion de genes involucrados en la respuesta antioxidante, ya que promueve la
produccion de SOD dependiente de manganeso y otras enzimas que brindan protecciéon

antioxidante a las mitocondrias.184
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Considerando lo anterior, los resultados de nuestra investigacion demuestran un efecto
antioxidante mas eficiente de RV a dosis de 1000 mg/dia en comparacion con dosis de

500 mg/dia, lo que ademas coincide con el incremento en los niveles de SIRTL.

Limitaciones.

El presente trabajo presenta algunas limitaciones como el tamafio de la muestra, ya que
aun cuando se realizo el calculo del tamafio de muestra considerando una potencia del
80%, ésta se obtuvo considerando solo el efecto antioxidante del RV sin tomar en cuenta
el efecto hipoglucemiante. Una limitacion importante fue que no se midieron las
concentraciones de RV en plasma debido a complicaciones logisticas y aun cuando se
corroboro la ingesta del tratamiento con la devolucion de los frascos vacios al término de
cada mes, no se tiene el dato exacto de la concentracion de RV en plasma y por tanto no
sabemos si fue absorbido de manera satisfactoria en todos los pacientes que lo ingirieron.
Aunado a ello no fue posible controlar algunas variables que pudieron interferir con los
resultados, tales como la alimentacién, misma que pudo incluir alimentos que contienen
RV, tampoco fue posible controlar la realizacion de actividad fisica ya que, aunque se
solicité que los participantes no realizaran actividad fisica pudieron haberla realizado sin
informarlo. Finalmente, no fue posible controlar los niveles de estrés psicoldgico, el cual

ha demostrado ser capaz de incrementar los niveles de EOx.
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X. CONCLUSIONES

HIPOTESIS

Considerando los hallazgos de los estudios que han reportado efectos antioxidantes y
antiinflamatorios asi como activacion de SIRT1 de tipo dosis respuesta, suponemos que
el grupo de adultos mayores con diabetes tipo 2 que consuman 1000 mg/dia de RV,
mostraran una disminucion significativa de los marcadores de estrés oxidante y aumento

en la concentracion de SIRT1, en comparacion con el grupo que consuma 500 mg/dia.

Conclusiones

¢ Nuestros hallazgos sugieren que el consumo de RV a dosis de 1000 mg/dia ejerce
un efecto antioxidante mas eficiente que la dosis de 500 mg/dia. Aunado a un
incremento significativo en los niveles de SIRT1 en adultos mayores con diabetes
tipo 2.

e EIl consumo de RV en dosis de 1000 mg/dia durante 6 meses ejerce un efecto
hipolipemiante.

e La administracién oral de RV en dosis de 1000 mg/dia no reducen los niveles de
glucosa y HbAlc, por lo que no encontramos evidencia de su efecto

hipoglucemiante.

¢ Asimismo, no se encontré evidencia del efecto hipotensor del RV administrado en
dosis de 1000 mg/dia.
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XI.

PERSPECTIVAS

Acorde con los resultados de la presente investigacion, se justifica extender el
seguimiento a 12 meses con la finalidad de observar si el efecto que se presento
con dosis de 1000 mg/dia permanece y si a largo plazo se observan efectos con

la dosis de 500 mg/dia como sugiere la evidencia cientifica.

Seria conveniente ensayar dosis mas altas (1500 y 2000 mg/dia) para proponer
una dosis efectiva en adultos mayores ya que presentan niveles considerables de
EOx e IC y las dosis empleadas en el presente estudio podrian no ser suficientes

para observar todos los efectos biologicos del RV.
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ANEXO 1

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

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Efecto de la administracion oral de resveratrol sobre los marcadores de estrés
oxidante, inflamacién y funciones cognitivas en una poblacion de adultos
mayores con diabetes mellitus tipo 2.

Antecedente y Objetivo

Se ha demostrado que el consumo constante de resveratrol tiene un efecto positivo sobre el grado de
control de los pacientes diabéticos, ya que debido a sus propiedades antioxidante y antiinflamatoria mejoran
los niveles de glucosa, disminuye el riesgo de complicaciones y se benefician las funciones cognitivas. Sin
embargo, en poblacién adulta mayor mexicana, este efecto no ha sido investigado de manera formal. Por
tal motivo, en el presente estudio se evaluaran los efectos de la administracion oral de resveratrol por un
periodo de doce meses en pacientes diabéticos.

Procedimiento

Se invitard a personas adultas mayores con diabetes mellitus tipo 2 para que participen de manera
voluntaria en el proyecto. A todas las personas incluidas en el estudio se les realizara un examen médico,
incluyendo una historia clinica, una evaluacion gerontolégica integral, toma de tres tubos de sangre para
mediciones bioquimicas, medicion de composicidén corporal, asi como de tensién arterial, antes de iniciar

la administracion del resveratrol y después de tres, seis y doce meses de intervencion.

Condiciones para ingresar al estudio

= Pacientes con diagnostico clinico de diabetes mellitus tipo 2
= Que se encuentren bajo tratamiento hipoglucemiante oral.
= Mayores de 60 afios de edad, sin distincién de sexo.

= Firmar o poner su huella digital en esta carta de compromiso.

Riesgos
No existe ningln riesgo para la salud, se ha demostrado que el resveratrol es una sustancia segura y
aprobada para su uso en humanos. Las tomas de muestras sanguineas seran llevadas a cabo por personal

experimentado con material nuevo y desechable.
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Beneficios
Las pruebas realizadas y el resveratrol no tendran ningin costo y los resultados de glucosa, perfil lipidico,
perfil renal, biometria hematica y hemoglobina glucosilada se entregaran a los participantes para el control

y vigilancia de su estado de salud.

Confidencialidad
Toda la informacién obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que sélo se le proporcionara

al participante y a su médico tratante, si asi lo desea el interesado.

Preguntas
Toda duda que surja durante el tiempo que dure la investigacion la podra consultar con su médico tratante

y con los participantes de la Unidad de Investigacién en Gerontologia.

Derecho arehusar
La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Asimismo, 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 TIiTULO: EFECTO DE LA ADMINISTRACION ORAL DE RESVERATROL
SOBRE MARCADORES DE ESTRES OXIDANTE, INFLAMACION Y FUNCIONES COGNITIVAS EN
UNA POBLACION DE ADULTOS MAYORES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y FIRMO
VOLUNTARIAMENTE ESTE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos y he recibido una copia de este

impreso.

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de un familiar (testigo):

Nombre y firma del investigador:

Ciudad de México, a de del

En caso de no saber leer y escribir poner huella digital
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO
N E INVESTIGACION
COORDINACION DE INVESTIGACION

Onco No.: FESZ/D EPUCINATI20

ASUNTO: APR08acioM DE PROYECTD
DRA. MIRNA RUIZ RAMOS

RESPONSABLE DE PROYECTO

PRESENTE

Hago de su conocimiento que por acuerdo de la Comisidn de Biodtica del
Comité de Investigacidn de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, su
proyecto “Efecto de la administracién oral de resveratrol sobre los
marcadores de estrés oxidante, inflamacién y funciones cognitivas en una
poblacién de adultos mayores con diabetes mellitus tipo 2%, fue
APROBADO , ya que cumple con los principios bioélicos para flavar a cabo la
investigaciéon y con los Eneamientos establecikdos por el Comité de
Investigaciin, en su Sesidn Ordinaria del 27 de febrero de 2020.

Sin otro panrticular, sproveche la ocasidn para enviarka un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Ciudad de México, 8 10 de marzo sle 2020,

Corpun !t Pa Cowieten No. 20, Col Egvots de Oreie, litagologa C P 09230, Cusad de Mo,
Corows I Matalla 5 do rmayo s sagens Futrte 4¢ Lessto, Col Edyono de Orierte, Tagatapa UR 00030, Cuded S Mo

Carvpas I Ex 1329 32 Son Mo 2, Col San Nasuc! ontwe Conmpioed y Camsian & Zaeta,
%an Rigaed Contiy, Sovta Cree T2l
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Abstract: Type 2 diabetes (T2D) affects a large part of the adult population and impairs its quality
of life. Because of this, natural compounds with antioxidant, anti-inflammatory and hypoglycemic
properties have been used as adjuvants. Among these compounds, resveratrol (RV) stands out, a
polyphenol that has been studied in several clinical trials, the results of which are controversial. We
conducted a randomized clinical trial on 97 older adults with T2D to evaluate the effect of RV on
oxidative stress markers and sirtuin 1, using doses of 1000 mg/day (EG1000, # = 37) and 500 mg/day
(EG500, nn = 32) compared with a placebo (PG, n = 28). Biochemical markers, oxidative stress and
sirtuin 1 levels were measured at baseline and after six months. We observed a statistically significant
increase (p < 0.05) in total antioxidant capacity, antioxidant gap, the percentage of subjects without
oxidant stress and sirtuin 1 levels in EG1000. In the PG, we observed a significant increase (p < 0.05)
in lipoperoxides, isoprostanes and C-reactive protein levels. An increase in the oxidative stress score
and in the percentage of subjects with mild and moderate oxidative stress was observed too. Our
findings suggest that 1000 mg/day of RV exerts a more efficient antioxidant effect than 500 mg/day.

Keywords: oxidative stress; sirtuin 1; resveratrol; type 2 diabetes

1. Introduction

Type 2 diabetes (T2D) is a metabolic and chronic disease that arises due to inefficiency
in the body in the use and/or production of insulin, whose hormone is involved in glucose
metabolism, which triggers hyperglycemia [1]. T2D is a public health problem in the
world. In this sense, a prevalence of 10.5% (536.6 million people) has been estimated,
projecting an increase to 12.2% (783.2 million) by 2045 in the population aged 20 to 79,
being significantly higher in older adults [2]. This is worrisome since, in the long term,
hyperglycemia gives rise to the appearance of micro- and macrovascular complications that
affect the functionality of organs such as the eyes, kidneys and heart, which has a negative
impact on the quality of life of those with T2D in addition to representing a huge burden
on the health system [3]. It has been shown that the hyperglycemia that characterizes T2D
is partially responsible for the excessive production of free radicals (FR) and/or reactive
oxygen species (ROS), which cause oxidative damage to biomolecules since excess glucose
in the blood auto-oxidizes and generates ROS; therefore, if they are not counteracted by the
antioxidant systems, they alter the physiology of the cells, whose biochemical disorder is
defined as oxidative stress (OS) [4]. Excess ROS interferes with nerve conduction and alters
the functionality of renal cells, favoring the appearance of neuropathy and nephropathy;
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which are highly recurrent complications in T2D [5]. In addition, the elevated production
and accumulation of ROS also occur during the aging process, which is why OS levels are
significantly higher in older adults with T2D [6,7].

In this context, alternative therapeutic options have been proposed to attenuate ox-
idative damage and thereby delay the onset of T2D complications. In this sense, one of
the most widely used is resveratrol (RV), a compound from the stilbenes family that, due
to its polyphenolic nature, is capable of donating electrons to FR and ROS, which is why
it is considered a powerful antioxidant [8-10]. In this regard, several investigations have
shown that RV could be useful in the treatment of chronic non-communicable diseases,
whose pathophysiology involves OS and inflammation, as occurs with neurodegenerative,
cardiovascular and metabolic diseases since it also has anti-inflammatory properties [11-15].
The therapeutic mechanisms of RV are largely attributed to its ability to activate sirtuin 1
(SIRT1), a deacetylase enzyme that, once activated, stimulates AMP-dependent protein
kinase (AMPK) and is the interaction between both proteins, which manages to improve
biogenesis and mitochondrial function, increase insulin sensitivity, attenuate oxidative
damage and regulate metabolic homeostasis [16-18]. In some studies, carried out in animal
models with T2D, it has been shown that RV exerts antioxidant, anti-inflammatory and
even hypoglycemic effects; however, clinical trials have shown controversial results [19-21].
Such discrepancies have been attributed to differences in the age and health conditions of
the participants, the duration of the interventions and the doses used, which range from
10 mg/day to 3000 mg/day [22]. In this sense, in a systematic review and meta-analysis
carried out by our research group, we found that doses greater than 100 mg/day have a
hypoglycemic effect, although this effect is greater with doses of 500-1000 mg/day [23].
This suggests that the therapeutic properties of RV occur in a dose-dependent manner, so
the aim of this study was to evaluate the effect of the oral administration of RV at a dose of
500 mg/day compared with 1000 mg/day on markers of SIRT1 and SIRT1 in older adults
with T2D.

2. Results
Figure 1 presents the general scheme of the study.

I Recruited participants n=213 |

Subjects who did not meet the
inclusion criteria n=57

Subjects who decided not to
participate n=32

I Randomized participants n=124 I

EG1000 n=40 | [ EG500 n=43 | PG n=41

Dropouts n=3

n=1 Could not be located
n=1 Interrupted intake

n=1 Could not attend sample
collection

Dropouts n=11

n=3 Could not be located
n=7 They stopped
participating for lack of
subjective perception of well-
being

Dropouts n=13

n=2 Could not be located
n=7 They stopped
participating for lack of
subjective perception of well-
being

n=1 Interrupted intake n=1 Interrupted intake
n=1 Change of adress

n=2 Died

I
Data analyzed after 6 months
of follow-up (n=28)

Data analyzed after 6 months

of follow-up (n=37) of follow-up (n=32)

[ Data analyzed after 6 months

Figure 1. General study flowchart. Abbreviations: EG1000, group supplemented with 1000 mg/day
of RV; EG500, group supplemented with 500 mg/day of RV; PG, placebo group.

2.1. Clinical Parameters (BMI and Blood Pressure)

Table 1 presents the data on the clinical and anthropometric characteristics of the
three study groups. No differences were observed between the groups at the end of the
6-month follow-up.
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Table 1. Clinical parameters (BMI and blood pressure) at baseline and after six months in the
study groups.

Parameter EG1000 EG500 Placebo
(n=37) (n=32) (n =28)
Baseline Six months Baseline Six months Baseline Six months
Age (years) 66+ 6 63+7 64+5
BMI (kg/mZ) 27.6 + 4.4 27.7 + 4.2 278 £3.6 279 +40 283 +34 279+ 3.0
SBP (mmHg) 127 + 16 124 + 12 128 + 17 127 + 14 127 £ 10 123 + 10
DBP (mmHg) 84+6 82+9 84 + 13 86+ 8 82+7 82+9

BMI: body mass index, SBP: systolic blood pressure, DBP: diastolic blood pressure. Data are presented as
mean £ SD. ANOVA of repeated measures.

2.2. Biochemical Parameters

Regarding biochemical parameters, a statistically significant decrease (p < 0.05) was
observed in triglyceride levels in the EG1000 after the intervention (baseline, 170 £ 69 vs.
six months, 147 & 46 mg/dL). Likewise, a significant increase (p < 0.05) was found in the
CRP values in the PG after 6 months of follow-up (baseline, 0.37 £ 0.4 vs. six months,
0.48 £ 0.5 mg/dL); as can be seen in Table 2, no change was observed in the rest of the
biochemical parameters evaluated.

Table 2. Biochemical parameters of the study groups at baseline and after six months.

Parameters EG1000 EG500 Placebo
(n=37) (n=32) (n=28)
Baseline Six months Baseline Six months Baseline Six months
Hemoglobin (g/dL) 14+1 14+2 14+1 15+2 14+2 14+2
Hematocrit (%) 45+ 4 45+4 45+ 6 46 +5 45+ 6 46 +5
Glucose (mg/dL) 169 + 73 186 + 83 185 + 65 203 + 77 189 + 74 184 + 67
Urea (mg/dL) 33£8 36 +£ 14 33+ 14 33+15 36 + 11 38 +17
Creatinine (mg/dL) 092 +£0.2 092 +0.2 0.96 +0.2 1.0 +0.33 0.95+0.2 1.01 +£0.3
Uric acid (mg/dL) 45+1.6 40+13 44+1.8 3.8+09 51+1.9 46+14
Total cholesterol (mg/dL) 200 + 44 202 + 69 196 + 41 211 +70 198 + 42 210 + 47
Triglycerides (md/dL) 170 4+ 69 147 +46 * 219 + 115 221 + 122 197 + 85 205 + 62
HDL-cholesterol (mg/dL) 61 +26 56 + 16 54 + 16 53 £15 54 +17 52 £11
Albumin (g/dL) 43403 48 +0.6 44+04 49 +0.5 43403 48 +0.5
CRP (mg/dL) 023 +0.3 022+04 022+0.2 0.33 £0.3 037+ 0.4 048 £0.5*
HbA1lc (%) 79+20 7.8+ 1.8 8.0 +2.0 81+15 77 +22 8.0+1.7

HbAlc: glycosylated hemoglobin; CRP: C reactive protein. Data are presented as mean & SD. ANOVA of repeated
measures. Tukey test as post hoc, * p < 0.05.

2.3. OS Markers

A statistically significant increase (p < 0.05) was found in the concentration of lipoper-
oxides and 8-isoprostanes in the PG after the intervention (LPO: baseline, 0.219 % 0.07 vs.
six months, 0.282 £ 0.07 pmol/L; 8-Iso: baseline, 61 + 24 vs. six months, 76 = 35 pg/mL). We
also observed a significant increase (p < 0.05) in TAC and GAP in EG1000 after RV treatment
(TAC: baseline, 1003 =+ 247 vs. six months, 1225 + 249 umol/L; GAP: baseline 283 + 242 vs.
six months, 434 + 234). Likewise, SOD activity decreased in the PG (baseline, 171 + 15 vs.
six months, 167 & 10 IU/L; p < 0.05). A statistically significant increase in the oxidative stress
score (OSS) was also found (baseline, 1.9 £ 1 vs. six months, 2.8 £ 1; p < 0.05). The rest of the
evaluated markers did not show significant changes after six months (Table 3).

Regarding the OS index (OSI), an increase was found in the percentage of individuals
without OS in EG1000 (baseline, 13 vs. six months, 35%; p < 0.05). Likewise, the percentages
of moderate OS (MOS) and severe OS (SOS) decreased (MOS: baseline, 27 vs. six months,
13%; SOS: baseline, 22 vs. six months, 83%; p < 0.05) after the intervention. In the EG500,
a significant increase (p < 0.05) was found in the percentage of individuals without OS
(baseline, 10 vs. six months, 28%). In the PG, we observed a significant decrease in
the percentage of subjects without OS (baseline, 21 vs. six months, 7%; p < 0.05) and in
subjects with mild OS (baseline, 43 vs. six months, 29%; p < 0.05), while the percentage of
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individuals with moderate OS increased after the intervention (baseline, 29 vs. six months,
54%; p < 0.05), as seen in Table 4.

Table 3. OS markers in the study groups: baseline and after six months.

Parameters EG1000 EG500 Placebo
(n=37) (n=232) (n = 28)
Baseline Six months Baseline Six months Baseline Six months
LPO (umol/L) 0.230 4 0.08 0.212 £ 0.04 0.236 4+ 0.09 0.229 £ 0.06 0.219 £+ 0.07 0.282 £ 0.07 *
8-Iso (pg/mL) 60 £+ 25 45 + 27 56 + 29 53 + 38 61 + 24 76 £ 35t
GPx (UI/L) 7181 4+ 3794 8362 4 2910 8219 + 3616 8926 4+ 3010 7635 + 2988 7329 4 3049
Cat (><1O4 Ul/gHb) 30£1 29+1 29+1 27+1 29+1 23+1
TAC (umol/L) 1003 + 247 1225 + 249 * 1016 + 216 1014 + 269 1004 + 202 993 + 217
SOD (Ul/L) 167 =15 173 £ 12 172 £ 16 178 + 10 171 £ 15 167 210t
SOD/GPx ratio 0.030 £ 0.01 0.023 £ 0.01 0.027 £ 0.01 0.026 £+ 0.01 0.026 £+ 0.01 0.023 £+ 0.01
GAP 283 4+ 242 434 £234 1 288 4+ 221 202 + 284 276 + 175 205 + 229
0SS 25+1 13+1 20+1 1.7+1 19+1 28+1*

LPO: lipoperoxides; 8-Iso: isoprostanes; GPx: glutathione peroxidase; Cat: catalase; TAC: total antioxidant
capacity; SOD: superoxide dismutase; OSS: oxidative stress score. Data are presented as mean & SD. ANOVA
of repeated measures. Tukey test as post hoc, * p < 0.05 placebo vs. EG1000; * p < 0.05 placebo vs. (EG1000 and
EG500); 1 p < 0.05 EG1000 vs. (EG500 and placebo).

Table 4. Oxidative stress index in the study groups: baseline and after six months.

EG1000 EG500 Placebo
(n=37) (n=32) (n=28)
Baseline Six months Baseline Six months Baseline Six months
Without OS 5 (13%) 13 (35%) * 3 (10%) 9 (28%) * 6 (21%) 2 (7%) *
Mild OS 14 (38%) 18 (49%) 19 (59%) 15 (47%) 12 (43%) 8 (29%) *
Moderate OS 10 (27%) 5 (13%) * 9 (28%) 8 (25%) 8 (29%) 15 (54%) *
Severe OS 8 (22%) 1 (3%) * 1 (8%) 0 (0%) 2 (7%) 3 (10%)

OS: oxidative stress. McNemar test, * p < 0.05 baseline vs. after six months.

2.4. SIRT1 Concentration

Regarding the concentration of SIRT1, we observed a statistically significant increase
in EG1000 (baseline, 1.5 & 1 vs. six months, 3.1 £ 2 ng/mL; p < 0.05) after six months of
follow-up, as shown in Figure 2.

SIRT1 concentration in study groups

] Baseline Six months

2.7
3 I 2

15

ng/mL
N

EG1000 Placebo

Figure 2. SIRT1 concentration in study groups: baseline and after six months. Data are presented as
mean + SE. A statistically significant increase (1.5 & 0.15 vs. 3.1 & 0.20 ng/mL; p < 0.05) in EG1000 is
observed after follow-up.

2.5. Adverse Events

None of the participants reported adverse events attributable to RV administration.
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3. Discussion

In recent decades, RV has been one of the most studied nutraceuticals in numerous
research groups. In this sense, in some experiments carried out in vitro and in animal
models, its antioxidant, anti-inflammatory, hypoglycemic, neuroprotective, anti-aging and
even antineoplastic effects have been demonstrated, for which reason it is recognized as
a product of natural origin with great potential as a therapeutic agent for cardiovascular,
neurodegenerative and metabolic diseases [24,25], among which T2D stands out, whose
prevalence, incidence and lethality have family, social and economic implications. T2D
represents a great burden on health systems because of its high frequency of complications,
which increases the need for hospital care and severely affects the resources of diabetic
people and their families, in addition to deteriorating their quality of life [26]. Despite
the efforts of the medical community with conventional treatments, it has not been pos-
sible to reduce the prevalence and incidence of T2D or the development of micro- and
macrovascular complications in diabetic subjects, which is why complementary antioxidant
and anti-inflammatory treatments have been proposed [27]. In this regard, although these
effects of RV have been demonstrated in animal models with induced diabetes, the evidence
in clinical trials shows inconsistent results, so research on the potential beneficial effects of
RV on humans is a relevant and current topic [19-21].

On the other hand, it has also been proposed that RV could exert a hypotensive effect
due to its ability to induce the production of nitric oxide (NO), a potent vasodilator that is
produced in the vascular endothelium [28,29]. However, this effect has only been observed
in hypertensive people. In accordance with the above, in our clinical trial, we did not
observe such an effect, which suggests that RV could have a specific modulatory effect
that responds to high blood pressure figures. It has also been reported that RV stimulates
the coactivator of the receptor gamma-1«, which is activated by peroxisomal proliferators
(PGC-1w), a transcription factor that regulates genes that modulate the storage of body fat;
thus, through this pathway, it could induce weight loss and decrease BMI [30]. This effect
has been observed in studies carried out on subjects with obesity (BMI > 30 kg/m?) [30,31];
however, in our study, a decrease in BMI was not observed because our population did not
present with obesity. Therefore, this result also suggests a specific modulating effect of RV
on lipolysis, similar to that observed on blood pressure.

Regarding the effect of RV on the control of T2D, RV has been shown to reduce blood
glucose levels due to the increase in the expression of the glucose transporter (GLUT4) in
skeletal muscle cells, improving its uptake, use and storage [15]. It has also been proposed
that RV protects the islet cells of Langerhans from oxidative damage, increases their viability,
restores [3 cell secretory functions and normalizes insulin secretion, which gradually restores
the signaling pathway of insulin and contributes to glycemic control [12,32]. In this sense,
in some clinical trials, it has been reported that, with doses between 200 and 1000 mg/day
of RV, the levels of glucose, insulin, HbAlc and insulin resistance are reduced [33-36]
in subjects with T2D younger than 50 years. Likewise, in two randomized double-blind
placebo-controlled clinical trials carried out on individuals older than 60 years, using doses
of 500 and 800 mg/day, respectively, a hypoglycemic effect was demonstrated after 4 and
8 months of treatment [37,38]. This effect in older adults has been consistent, as reported in
the meta-analyses published by Hausenblas et al. (2014) [39] and Liu et al. (2014) [40]. In
contrast, in our study, we did not observe significant changes in glucose and HbAlc levels
after 6 months of treatment, results that coincide with what was reported in two double-
blind randomized clinical trials, in which 150 mg/day doses of RV were administered for
30 days in subjects with DM2 younger than 50 years [41,42]. These results may be due
to the dose and duration of the interventions, which may be insufficient to observe the
hypoglycemic effects of RV. The results of our clinical trial also coincide with those obtained
in two double-blind randomized clinical trials in which doses of 500 and 1000 mg/day
of RV were administered for 6 months and 5 weeks, respectively, both in subjects older
than 60 years [43,44], in whom no significant changes were found in insulin sensitivity,
glycemic control, glucose levels or HbAlc. Likewise, in the meta-analysis conducted by
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Jeyaraman et al. (2020), they also did not find a hypoglycemic effect in subjects 60 years of
age or older [45]. The findings of the mentioned studies agree with what was observed in a
systematic review and meta-analysis carried out by our research group, in which it was
found that the effects of RV are notably less on people over 60 years of age compared with
younger people since, in parallel with the low bioavailability of RV, adults over 60 years of
age present with absorption problems at the intestinal level and have a reduced capacity to
metabolize RV, in addition to OS related to aging, for which reason it has been suggested
that doses at high rates and interventions of longer duration (6 months or more) be used in
this age group [46].

Regarding the lipid-lowering effect, we observed a statistically significant decrease in
the serum concentration of triglycerides in EG1000, which can be attributed to the ability
of RV to decrease the absorption of fatty acids and de novo lipogenesis, in addition to
increasing fat mobilization and inducing the (3-oxidation of fatty acids [47]. This lipid-
lowering effect is consistent with what was observed in the meta-analysis carried out by
Cao et al. (2022), who found that the oral administration of RV significantly reduces serum
triglyceride levels [48].

In the present study, a significant increase in CRP was also observed in the PG after
follow-up, which may be due to chronic low-grade inflammation arising as a consequence
of the hyperglycemia that characterizes T2D [49]. In this sense, it has been shown that
hyperglycemia promotes the excessive formation of advanced glycation end products
(AGEs), and these activate nuclear factor kB (NF«B), which triggers the transcription of
pro-inflammatory cytokine promoter genes, and, in turn, the latter stimulate the production
of CRP in the liver, which is why the protein is elevated in individuals with T2D [49,50],
as was observed in the PG. In contrast, in EG1000, no significant changes were observed
after RV administration, as it is able to block NFkB activation and prevent increased
CRP production [51].

Regarding OS markers, RV has been shown to exert antioxidant effects through two
mechanisms: (i) through direct interaction with RL and ROS and (ii) through its ability to
increase the activity of antioxidant enzymes [52]. In this sense, the first mechanism is due
to the polyphenolic nature of RV, mainly the free hydroxyl group in position 4, since the ex-
traction of its hydrogen allows electrons to be mobilized throughout the chemical structure
of RV and gives it redox characteristics, which allow it to interact with FR and ROS, making
it an excellent scavenger of hydroxyl, peroxide and superoxide [52,53]; as a consequence of
this activity, it can minimize or prevent the oxidation of polyunsaturated fatty acids that are
abundant in cell membranes, protecting them from oxidative damage [52-54]. In line with
this, the results of two randomized double-blind clinical trials found a significant decrease
in malondialdehyde (MDA) levels, a direct biomarker of lipid peroxidation in membranes,
with doses of 200 and 500 mg/day of RV in subjects with T2D [33,55]. In our clinical trial,
we observed a statistically significant decrease in LPO (MDA) levels in EG1000 and an
increase in the same marker in the PG, which is consistent with the antioxidant effect of
RV reported in other studies. Likewise, we observed a significant increase in 8-isoprostane
(8-Iso) concentration in the PG and a significant decrease in EG1000, demonstrating the
antioxidant effect of RV; 8-Iso is formed as a secondary product of lipid peroxidation,
whose molecule is similar in structure to prostaglandins and is currently considered the
gold standard for measuring oxidative damage to membranes [56], which agrees with the
results observed in the PG. The second mechanism of RV is through the increase in the
activity of antioxidant enzymes (SOD, GPx, Cat), responsible for eliminating excess FR and
ROS to prevent oxidative damage [57]. These three enzymes work together to protect cells
from ROS. First, SOD dismutates the superoxide anion into hydrogen peroxide, and later,
GPx and Cat degrade it into oxygen and water [58]. This effect is achieved through its inter-
action with erythroid-derived nuclear factor 2 (Nrf2), a transcription factor that modulates
the expression of genes containing antioxidant response elements (AREs). The activation of
the Nrf2/ ARE pathway promotes the expression of antioxidant genes and stimulates the
production of SOD, GPx and Cat enzymes, whose function is to eliminate ROS [58,59]. In
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this sense, it has been observed that RV activates Nrf2 through the activation of AMPK,
which, in turn, stimulates the Nrf2/ ARE pathway and, as a result, increases the production
of antioxidant enzymes [58-60]. In our study, we found a non-significant increase in SOD
activity in EG1000 and a statistically significant decrease in the PG, which agrees with what
was stated above, as well as with the results of two randomized double-blind clinical trials
in which an increase in SOD activity was observed with RV treatments in doses of 500 and
800 mg/day, and a decrease in the activity of the enzyme was observed in groups treated
with a placebo [55,61]. The authors of these studies also reported that TAC was elevated
after RV administration, as occurred in the EG1000 of our clinical trial. In addition to this,
we observed that, after the follow-up, the antioxidant gap (GAP) increased in the EG1000.
The GAP is a calculation that provides information about the antioxidant activity of plasma
components other than uric acid and albumin, such as a-tocopherol, ascorbic acid, transfer-
rin and other antioxidants obtained from the diet, for example, RV [62], which explains the
increase in GAP in the EG1000 after six months of orally administering 1000 mg/day of RV.

Regarding the oxidative stress score (OSS), a statistically significant increase was
observed in the PG, and a decrease was observed in EG1000. In this sense, the decrease in
the OSS is the result of an increase in TAC and GAP, which counteracts ROS and attenuates
oxidative damage to the membranes, reflected in the decrease in LPO and 8-isoprostane
levels. Although the activity of the SOD and GPx enzymes did not increase significantly
with the OSS value, we can infer that the antioxidant enzymes evaluated act in an integral
and efficient manner to counteract high ROS concentrations. Regarding the oxidative stress
index (OSI), a decrease was found in the percentage of individuals with moderate and
severe OS in EG1000, while in the PG, the proportions of subjects without OS and mild
OS decreased, and that of moderate OS increased. This is consistent with what has been
reported in the literature since the group that received 1000 mg/day of RV showed a higher
antioxidant effect compared with the subjects that received 500 mg/day treatment.

We also observed a statistically significant increase in SIRT1 concentrations in the
EG1000, which is consistent with the proposed mechanism of RV [63,64]. In this sense,
SIRT1 has an effect on the regulation of autophagy, mitophagy, mitochondrial biogenesis,
the expression of antioxidant enzymes and the suppression of NF«kB, among others [63].
Likewise, the production, expression and activity of SIRT1 can be modified by RV in an
allosteric way [64] so that an increase in SIRT1 levels provides indirect information on the
effects of RV [63]. On the other hand, when SIRT1 is stimulated, it deacetylates and activates
the LKB1 protein kinase, which phosphorylates and activates AMPK, thereby attenuating
oxidative damage, improving insulin resistance and restoring energy homeostasis [64]. Re-
garding the role of SIRT1 in energy metabolism, scientific evidence suggests that it increases
oxidative phosphorylation through the deacetylation of PGC-1e and thereby functions as
a regulator of mitochondrial biogenesis in the liver and muscle [65]; PGC-1¢ controls the
expression of genes that regulate biogenesis and mitochondrial activity, decreasing lipid
accumulation and increasing glucose uptake, thereby improving energy metabolism [66].
In relation to the antioxidant effect of RV through SIRT1, it has been shown that SIRT1
stimulates AMPK, and this negatively regulates NADPH oxidase, the enzyme responsible
for producing ROS, and induces an increase in the expression of SOD, the final result of
which is a decreased OS [67]. SIRT1 also regulates the acetylation of FOXO family transcrip-
tion factors, involved not only in lipid and glucose metabolism but also in the response
to OS. In this regard, it has been observed that the SIRT1-AMPK interaction stimulates
the transcriptional activity of FOXO3, and the expression of manganese-dependent SOD
(MnSOD) is induced in cells that overexpress FOXO3 [68]. Likewise, the transcriptional
activity of FOXO3 triggers the inhibition of NADPH oxidase, and, therefore, the production
of ROS is reduced; therefore, through SIRT1 and FOXO3, the RV decreases the amount of
ROS and increases the expression of MnSOD, mechanisms through which it attenuates
OS [69]. In addition, it has been proposed that the complex formed by the SIRT1-FOXO3-
PGC-1« interaction activates Nfr2; as has been pointed out, it is a transcriptional regulator
of the expression of genes involved in the antioxidant response since it promotes MnSOD



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 7422

8 of 15

production and other enzymes that provide antioxidant protection to mitochondria [70].
The mentioned mechanisms explain how SIRT1 mitigates OS and prevents oxidative dam-
age to cells, which has been evidenced in cell cultures, where it has been observed that
a moderate overexpression of SIRT1 protects cells from OS, while a deficiency in SIRT1
induces an increase in the production of ROS [69-71]. However, the relationship between
SIRT1 and OS is more complex than it seems since SIRT1 is involved in redox-dependent
cellular processes such that, just as SIRT1 can influence the redox state of cells, the redox
state is capable of altering the production and enzymatic activity of SIRT1 through post-
translational modifications (phosphorylations, S-nitrosylations and carbonylations). In
some cases, these alterations can be detrimental to cells and influence the pathogenesis of
chronic diseases involving SG; such is the case for T2D [71]. In this sense, the activation
of SIRT1 by RV induces the proposed antioxidant mechanisms only if adequate redox
conditions are achieved since SIRT1 is a protein sensitive to the redox state, and if this does
not foster the adequate conditions, activation by RV is insufficient in exerting antioxidant
effects. Considering the above, the results of our investigation demonstrate a more efficient
antioxidant effect of RV at doses of 1000 mg/day compared with doses of 500 mg/day,
which also coincides with an increase in SIRT1 levels induced by RV.

There are several foods and beverages that contain RV: (i) 150 mL of red wine contains
up to 2.15 mg; (ii) 250 mL of red grape juice contains 1.25 mg; (iii) 250 g of dehydrated
red grapes contains 1.6 mg; (iv) 150 g of frozen strawberries contains 1.56 mg; (v) 125 g
of blueberries contains 2.41 mg; and (vi) 250 g of peanuts contains 1.3 mg [10,72]. The
daily consumption of these foods can provide <10 mg of RV, which is insufficient to
exert therapeutic effects [72]. In this regard, our study did not control the amount of RV
consumed through the diet; however, the RV obtained from food does not reach sufficient
amounts to influence the results obtained. In addition, considering that the participants
are diabetic, the consumption of said foods would have to be assessed since most of them
contain sugar, and their consumption can trigger the elevation of blood glucose levels.

Finally, none of the participants reported adverse events during the intervention. In
this sense, RV is considered a safe compound for human consumption since it does not
exert secondary or toxic effects at relatively high doses (1000-2000 mg/day). In fact, with
doses of 2.5 to 5 g/day, only mild gastrointestinal effects occur, such as nausea, vomiting
and diarrhea [54,73].

4. Materials and Methods

A double-blind randomized clinical trial was carried out, previously approved by the
Bioethics and Biosafety Committee of the Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)
FES Zaragoza (FESZ/DEP1/Cl/037/20) and registered in ISRCTN (ISRCTN15172592).

4.1. Population and Study Design

A call was made through social networks to recruit the study population according to
the following selection criteria: men and women between 60 and 74 years of age, with a
clinical diagnosis of T2D treated with metformin and/or glibenclamide as a hypoglycemic
agent, without kidney or liver damage, residents of Mexico City. A total of 213 candidates
agreed to participate in the study, of which 124 met the established inclusion criteria and
signed the informed consent (Figure 1). Weight, height, body mass index (BMI) and blood
pressure were measured for all participants entering the study. Blood samples were also
taken to evaluate biochemical parameters, such as glucose, HbAlc, total cholesterol, HDL
cholesterol, triglycerides, uric acid, urea and complete blood count, as well as for the
measurement of OS markers (lipoperoxidation; 8-isoprostanes; activities of the antioxidant
enzymes superoxide dismutase, glutathione peroxidase and catalase; and total antioxidant
capacity), SIRT1 levels and C-reactive protein (CRP).

After performing the baseline measurements of all the clinical and biochemical param-
eters, a person outside our research team randomly assigned the 124 participants using
the online tool “randomizer.com”, integrating the following 3 study groups: (i) exper-
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imental group 1000 mg/day (EG1000), n = 40 participants who received 1000 mg/day
of trans-resveratrol, divided into 2 capsules, each containing 500 mg; (ii) experimental
group 500 mg/day (EG500), n = 43 participants who were administered 500 mg/day of
trans-resveratrol, divided into 2 capsules, each containing 250 mg; (iii) placebo group (PG),
n = 41 participants who received daily 2 capsules identical in appearance to those of the
other two groups but whose content was a placebo (Figure 1). Treatments were performed
with synthetic trans-resveratrol (>99% purity) and a mixture of crystalline microcellulose
with magnesium stearate as anti-caking, dispersing and stabilizing agents. The aforemen-
tioned mixture of excipients was used as a placebo since both compounds are considered
“safe for human consumption” by the FDA, as well as inert. The treatments for the three
study groups were prepared by “Productos Naturales Andhuac S.A. de C.V.” Randomiza-
tion and assignment to groups were blinded for the participants and for the personnel in
charge of the investigation until the final analysis of all the data collected during the study
was carried out. The treatments (capsules) were delivered to the participants in an identical
presentation in shape, color, size and weight, regardless of the group to which they were
administered. In addition, they were contained in opaque bottles labeled with the names of
the participants, which were delivered monthly by a person unrelated to the investigation.
The deliveries were made out for 6 months, and adherence to the treatment was verified by
counting the remaining capsules in the bottles. During the intervention, the research team
maintained telephone contact with the participants to identify possible unwanted effects.
After 6 months, all the initial measurements were performed again; however, during the
follow-up, 27 participants dropped out of the study for various reasons, so only 97 data
were analyzed (EG1000 n= 37, EG500 n= 32, PG n = 28), as presented in Figure 1.

4.2. Measurement of Clinical Parameters (Weight, Height, BMI and Blood Pressure)

The weight of the participants in underwear was measured using a calibrated scale
(Torino, Tecno Logica Mexicana, Mexico City, Mexico®). To measure the height, the par-
ticipants were placed standing with their heels together, keeping the buttocks, shoulders
and head in contact with an aluminum stadiometer graduated in millimeters (SECA®,
Hamburg, Germany), with their eyes facing forward and the Frankfurt plane parallel down.
The BMI was calculated by dividing the weight (expressed in kg) by the square of the
height (expressed in meters) (IMC = kg/m?). Blood pressure was determined in accor-
dance with the provisions of NOM-030-SSA-1999 for the prevention, detection, diagnosis,
treatment and control of arterial hypertension. Each participant was asked to sit in a chair
with a backrest, with one arm uncovered and flexed on a support. A stethoscope and a
sphygmomanometer coupled with a mercury column were used to measure systolic and
diastolic blood pressure [74].

4.3. Measurement of Biochemical Parameters

After fasting for 8 to 10 h, blood samples were obtained with vacutainer equipment
in tubes (Beckton-Dickinson, NJ, USA) with an EDTA anticoagulant to perform a com-
plete blood count and quantify the percentage of HbAlc. Likewise, samples were taken
without an anticoagulant for biochemical tests (glucose, total cholesterol, HDL-cholesterol,
triglycerides, uric acid, urea). Blood count was performed with a whole blood sample
in a hematology analyzer (Spincell, Spinreact, Girona, Spain). The measurement of the
biochemical parameters and the CRP was carried out with serum samples using an autoan-
alyzer (Selectra Junior, Siemens, Munich, Germany) through colorimetric and turbidimetry
techniques, respectively. HbAlc was measured in EDTA anticoagulated blood samples via
turbidimetry in the Selectra Junior autoanalyzer.

4.4. Measurement of OS Markers

Blood was drawn into heparinized tubes for the measurement of OS markers.
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4.4.1. Lipoperoxidation (LPO)

This determination was performed on a heparinized plasma sample, as described by
Jentzsch [75]. We used malondialdehyde (MDA) as a lipid peroxidation marker since it is
one of the main oxidation bioproducts of polyunsaturated fatty acids, as well as the main
reactive molecule of thiobarbituric acid (TBA). Each MDA molecule contained in the sample
reacts with two TBA molecules to form a pink-colored compound, whose absorbance is
measured at 535 nm. To obtain the MDA concentration, the absorbance was interpolated in
a calibration curve.

4.4.2. 8-Isoprostane (8-Iso)

To measure the concentration of 8-isoprostane, we used plasma samples obtained
from blood with EDTA. We also used the 8-isoprostane EIA kit (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA). The basis of this measurement is the competition between 8-isoprostane
and an 8-isoprostane-acetylcholinesterase conjugate for the binding of a certain number of
8-isoprostane-specific antibodies. The amount of 8-isoprostane tracer remains constant, but
the levels of 8-isoprostane in the sample vary such that the amount of tracer that binds to
the specific antibody of the 8-isoprostane is inversely proportional to the concentration of 8-
isoprostane in the sample. The antibody-8-isoprostane complex binds to a second antibody,
and upon the addition of the corresponding substrate, a yellow-colored compound is
formed, which is measured spectrophotometrically at 412 nm. The intensity of the color is
inversely proportional to the amount of 8-isoprostane present in the analyzed sample.

4.4.3. Superoxide Dismutase (SOD)

To measure SOD activity, a heparinized blood sample and the Ransod commercial
kit (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK) were used. The method is based on what
was described by McCord and Fridovich [76], in which the reaction between xanthine and
xanthine oxidase (XOD) produces superoxide radicals that react with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenyltetrazolium to form formazan red. The SOD present in the sample
neutralizes the superoxide radicals and inhibits the formation of formazan red, so the
activity of the enzyme is directly proportional to the degree of inhibition. The kinetics of
the reaction was measured spectrophotometrically at 505 nm.

4.4.4. Glutathione Peroxidase (GPx)

To measure the GPx, the method reported by Plagia and Valentine [77] was used.
A heparinized blood sample and the commercial Ransel kit (Randox Laboratories Ltd.,
Crumlin, UK) were required. The GPx present in the sample to be analyzed catalyzes the
oxidation of glutathione (GSH) via cumene hydroperoxide in the presence of glutathione
reductase (GR) and NADPH,; then, the oxidized glutathione (GSSG) is converted into its
reduced form with the concomitant oxidation of NADPH into NADP+. This reaction causes
a decrease in absorbance, which was measured at 340 nm in a spectrophotometer.

4.4.5. Catalase (Cat)

To quantify the activity of this enzyme, the method described by Aebi [78] was used, in
which H,O; is used as a substrate and the continuous decrease in its concentration is moni-
tored using its decomposition due to the action of the enzyme. The decrease in absorbance
at 240 nm was measured since said decrease is proportional to the catalase activity.

4.4.6. SOD/GPx Ratio

The calculation was made using the values obtained for each enzyme. It is a theoretical
model that provides information about the biochemical interactions of enzymes.

4.4.7. Total Antioxidant Capacity (TAC)

In this technique, a sample of heparinized plasma and a commercial total antioxidant
status kit (Randox Laboratories Ltd., Crumlin, UK) were used. For the measurement, the
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peroxidase enzyme is combined with H,O, and 2,2-azido-diethylbenzothialinsulfonate;
this results in the production of the ABTS+ cation, which presents a bluish-green coloration.
The antioxidants contained in the sample suppress this coloration, this being proportional to
the concentration of antioxidants [79]. The kinetics of the reaction was measured at 600 nm.
All spectrophotometric measurements were performed on a Multiskan Go Microplate
spectrophotometer (Thermo Scientific, Denver, CO, USA).

4.4.8. GAP Calculation
We applied the following formula to calculate the antioxidant gap (GAP):

GAP = (TAC — [(albumin (mmol) x 0.69) + uric acid (mmol)])

4.4.9. Calculation of Oxidative Stress Score (OSS)

In this calculation, we used cutoff points previously established by our research group
for the following markers: LPO > 0.340 mmol/L, SOD < 170 IU/mL, GPx < 5500 IU/L,
Cat < 0.9 mmol/L, SOD/GPx > 0.023 and GAP < 190 mmol /L. For each datum outside
the cutoff values, one point was awarded, and a sum was made to obtain the OSS. The OSS
value is directly proportional to OS levels [62].

4.4.10. OS Index (OSI)

This index was obtained by categorizing the OSS as follows [62]:
0 points: Without OS;

1-2 points: Mild OS;

3—4 points: Moderate OS;

5-6 points: Severe OS.

4.5. Measurement of SIRT1

SIRT1 quantification was performed using the double sandwich ELISA technique.
We used a monoclonal anti-human SIRT1 antibody and a biotinylated detection antibody.
Samples and biotinylated antibodies were added to ELISA plate wells and then washed with
buffer. Then, avidin—peroxidase conjugate was added to the wells, and the corresponding
substrate was added. The reaction mixture turned blue and then turned yellow upon
the addition of acid. The absorbance of the colored compound was read at 450 nm on a
Multiskan Go Microplate spectrophotometer (Thermo Scientific, Denver, CO, USA).

4.6. Statistical Analysis

Frequencies and percentages for qualitative variables, mean and standard deviation
for quantitative variables were calculated. Comparisons were made using the repeated
measures of ANOVA and McNemar, with a 95% confidence interval. A value of p < 0.05
was considered an indication of a statistically significant test. All statistical analyses were
performed using the SPSS 21 software.

5. Conclusions

Our findings suggest that the consumption of RV at a dose of 1000 mg/day exerts
a more efficient antioxidant effect than a dose of 500 mg/day, which coincides with a
statistically significant increase in SIRT1 levels in older adults with T2D. This provides
evidence suggesting that the consumption of RV in doses of at least 1000 mg/day for
6 months or more could be an adjunctive treatment that reduces the incidence of micro-
and macrovascular complications linked to T2D.
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Abstract: Resveratrol (RV) is a polyphenolic compound with antioxidant, anti-inflammatory, and
hypoglycemic properties. Several in vitro and animal model studies have demonstrated the beneficial
effects of RV; however, the results in humans are not conclusive. After a search of different databases,
32 studies were selected for this systematic review and 30 were included in the meta-analysis.
Studies that evaluated the effect of RV on glucose, insulin, HbAlc, and insulin resistance (HOMA-IR)
levels were included. A significant decrease of glucose (—5.24 mg/dL, p = 0.002) and insulin levels
(—1.23 mIU/L, p = 0.0003) was observed. HbAlc and HOMA-IR did not show significant changes.
Due to heterogeneity, sub-analyzes were performed. Sub-analysis by dose revealed that glucose
levels improve significantly after the administration of 500-1000 mg/day of RV (—7.54 mg/dL,
p = 0.002), while insulin improves with doses lower than 500 mg/day (—1.43 mIU/L, p = 0.01) and
greater than 1000 mg/day (—2.12 mIU/L, p = 0.03). HbAlc and HOMA-IR remained unchanged
after sub-analysis by dose. Our findings suggest that RV improves glucose and insulin levels in
subjects with type 2 diabetes mellitus (T2DM) and aged 45-59 years, regardless of the duration of the
intervention. HbAlc improves with interventions >3 months. HOMA-IR does not exhibit significant
changes after RV administration.

Keywords: glucose; insulin; glycated hemoglobin; glycemic control; insulin resistance; polypheno-
lic compounds

1. Introduction

Resveratrol (RV) is a polyphenolic compound that includes two benzene rings con-
nected through a methylene, and three hydroxyl groups in its structure. This structure
allows the RV molecule to give up electrons to distinct free radicals (FR) and thereby atten-
uates the damage to biomolecules. Moreover, RV has anti-inflammatory properties due to
its ability to block the activation and subsequent translocation of nuclear factor kB (NF«B),
which is responsible for the synthesis of pro-inflammatory proteins, such as tumor necrosis
factor o« (TNFo), interleukin 1 (IL1), interleukin 6 (IL6), and prothrombotic molecules [1-3].
RV is found in grapes, peanuts, and blueberries, although the plant Polygonum cuspidatum
(Mexican baboo, knotty herb from Japan) is the main natural source of this compound.
In the last two decades, multiple investigations have been carried out on the therapeutic
properties of RV, which are given by the participation of RV in the signaling pathways
that modulate the processes of apoptosis, mitochondrial dysfunction, platelet aggregation,
oxidative stress, and inflammation [4,5]. In this sense, RV is an attractive compound for
the adjunctive treatment of chronic noncommunicable diseases (NCDs), such as diabetes,
cardiovascular diseases, arthritis, neurodegenerative disorders, and even cancer [6,7].
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Regarding the therapeutic effects of RV, these are strongly related to the activation of
sirtuin 1 (SIRT1) and AMP-activated protein kinase (AMPK). Both proteins act as energy
regulators due to their participation in metabolism and mitochondrial function, which
makes them a suitable target for the treatment of metabolic diseases, such as type 2 diabetes
mellitus (T2DM) [7,8].

Scientific evidence, obtained from in vitro studies and in animal models, suggests
that RV has antioxidant, anti-inflammatory, and even anti-cancer properties; however,
the results of clinical trials are not conclusive. In this context, some clinical trials suggest
that RV exerts beneficial effects on metabolic diseases (obesity, metabolic syndrome, and
diabetes), which has been evidenced by its ability to reduce the levels of lipids, glucose,
and some adipokines. Furthermore, it has been observed that after RV administration,
the antioxidant capacity increases and the concentrations of pro-inflammatory markers
decrease [9-11].

Despite the above, in some investigations carried out in humans, no evidence of the
therapeutic effects of RV has been found. Therefore, there is currently no consensus regard-
ing the therapeutic benefits of RV and the dose at which they are presented, so research
on this compound is still continuing [12,13]. Considering this, the aim of this systematic
review and meta-analysis is to show and analyze the findings on the hypoglycemic effect
of different doses of RV from clinical trials and quasi-experimental studies.

2. Materials and Methods

The study was carried out according to the guidelines for the presentation of system-
atic reviews and meta-analyzes (PRISMA 2009) [14].

2.1. Search Strategy

A literature search was carried out in the following databases: PubMed-Medline;
Scopus; Cochrane library; Web of Science; Wiley online library; ScienceDirect; and Lilacs.
The search was carried out among all articles published from January 1980 to 31 May 2020.
The following search strategy was used: Resveratrol AND (glycemic control OR fasting
glucose OR insulin resistance). A National Autonomous University of Mexico (UNAM)
thesis search was also carried out to identify unpublished studies that could potentially
be included in the review. Titles and abstracts identified through the search strategy were
independently assessed by two reviewers (B.L.G.-M. and M.R.-R.), and discrepancies were
resolved by a third reviewer (V.M.M.-N.). Once the titles and abstracts that met the selection
criteria had been selected, the full texts of potentially relevant articles for the review were
retrieved and an exhaustive review was carried out to select the definitive studies.

2.2. Inclusion Criteria

The inclusion criteria were as follows: (a) Blind or double-blind randomized clinical
trials (RCTs); (b) the use of RV as a nutritional supplement; (c) placebo controlled; (d) pub-
lished in the English language; (e) evaluation of at least one of the following biochemical
markers: Serum glucose and insulin levels; HbAlc; and insulin resistance (HOMA-IR);
(f) duration of at least 2 weeks; and (g) the participation of adults aged >20 years, with-
out the distinction of sex, healthy, or with metabolic and/or inflammatory conditions,
except cancer.

2.3. Exclusion Criteria

The exclusion criteria were as follows: (a) Studies that administered RV in combination
with other compounds (e.g., quercetin); (b) studies that administered compounds derived
from resveratrol, red wine, or a diet rich in polyphenols; (c) studies without a control group;
(d) pilot studies; and (e) research only available in summary, to avoid risk of bias given a
lack of information.
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2.4. Outcomes
The primary outcomes included the following:

- Serum glucose and insulin levels;
- HbAlc percentage;
- HOMA-IR value.

2.5. Data Extraction

Once the studies were chosen, two reviewers (J.P.-C. and E.S.-O.) performed data
extraction. Data extracted for the systematic review included the first author’s last name,
year of publication, study design, dose of resveratrol used, duration of intervention, sam-
ple size, characteristics of participants (age, health status, and/or metabolic condition),
parameters evaluated, and findings of each study. For the meta-analysis, the following data
were extracted: The means (X) and standard deviations (SD) of the pre- and post-treatment
measurements corresponding to the levels of glucose, insulin, HbAlc, and HOMA-IR.
The X, SD, mean difference, and their respective SD were calculated in cases in which
the studies did not report them; for this purpose, appropriate statistical methods were
used [15-17]. The X was calculated from the median, the minimum and maximum values,
and the sample size (n), using the formula X = (minimum value + 2n + maximum value) /4.
The SD was calculated with the formula SD = /1/ 12[X2 + (maximum value — minimum
value)2]. When standard error (SE) was reported, the formula SD = SE x /n was applied
to calculate SD. For calculation of the mean difference, the following formula was used:
Difference in means = meanpost-treatment — meanpre-treatment. Furthermore, for the
calculation of the corresponding SD, the following formula was used:

SDdifference = /[(SDpre-treatment2 + SDpost-treatment2) — (2 x R x SDpre-treatment x SDpost-treatment)],

where R = 0.8.

Because the studies did not report the data in the same units, some conversions
were necessary. To convert mmol/L to mg/dL of glucose, the value was multiplied by
18. The conversion of insulin units from pmol/L to mIU/L was performed by divid-
ing pmol/L = 6945. To convert the units of HbAlc, the following formula was used:
%HbAlc = (mmol/mol/10,929) + 2.15. In some cases, the HOMA-IR index was also calcu-
lated, for which the following formula was used: HOMA-IR = [insulin (mIU/L) x glucose
(mg/dL)]/405.

2.6. Assessment of Risk of Bias and Quality of Studies

After retrieving the full text of the selected studies, they were reviewed in detail
to eliminate those that did not meet the inclusion criteria, in addition to assessing their
methodological quality. For this purpose, the Cochrane collaboration risk of bias assessment
tool was used. This tool considers seven items for evaluation, including the generation of
the random sequence, allocation concealment, blinding of staff and participants, blinding
of the analysis of results, incomplete results data, selective reports of results, and other
sources of bias.

2.7. Statistical Analysis

To estimate the overall effect of RV supplementation on glucose, insulin, HbAlc levels,
and HOMA-IR values, a random effects model was used. This model considers intra- and
inter-study heterogeneity. Heterogeneity was assessed using the 12 test, considering the
existence of significant heterogeneity if 12 > 50%. Subgroup analyzes were performed,
separating by resveratrol dosage (<500 mg/day, 500-1000 mg/day, and >1000 mg/day),
health status (with T2DM and without T2DM), duration of the intervention (<3 months
and >3 months), and age (<45 years, 45-59 years, and >60 years). In addition, sensitivity
analyzes were performed to assess the effect of each study on the overall effect. For this, all
meta-analyzes were carried out, removing one study at a time. Funnel plots and Egger’s
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test were performed to assess publication bias. The value of p < 0.05 was considered as
statistically significant. The statistical analyzes were performed with Review Manager
version 5.3 software from the Cochrane collaboration.

3. Results
3.1. Literature Search

The total number of articles identified from the database search was 1848, plus 31 the-
ses from UNAM. After reviewing the titles and abstracts, duplicate studies were eliminated,
as well as those that did not meet the selection criteria, leaving a total of 62 eligible articles,
of which the full text was recovered. After reviewing the full text of the 62 preselected
studies, 30 of them were eliminated from the qualitative analysis for several reasons (see
Appendix A), which are presented in Figure 1, and 32 studies were included in the system-
atic review. However, two studies (Bo et al. 2013 and Brasny¢ et al. 2011) were discarded
from the quantitative analysis because they did not present the necessary information
(means before and after treatment or mean difference), so only 30 studies were included in
the meta-analysis (Figure 1).

Records identified through database
searching (n = 1848)
PubMed n= 474
Cochrane Library n=109
5 Scopus n=47
2 ScienceDirect n= 85
S Web of Science n=792 Additional records identified
=
b Wiley of library n= 340 through other sources (n=31)
3 Lilacs n=1 Theses from UNAM n= 31
l l
Records after duplicates removed
H (n=1301)
c
[
[
@
5
L l
Records screened Records excluded after
(n=1301) Title/Abstract screen
— (n=1239)
Z
£ Full-text articles excluded (n=30)
&
& o 12 donot evaluate
glycemic parameters
o 2available only in
— summary
— ) o 3pilot studies
Full-text articles assessed
for eligibili — o 2single dose of RV
or eligibility
orene 4 combine resveratrol with
3 (n=62) another compound
E] o 1 without placebo group
B o 2protocol
* 2language other than
J Studies included in o 2carried out in animals
qlld“(dl\\’l‘ %)’nlh\‘sl:
(n=32)
Studies excluded (n = 2)
l o They do not report post-
Studies included in treatment data or mean
quantitative synthesis differences
(n=30)

Figure 1. Flow diagram of study selection included in the systematic review and meta-analysis.

3.2. Study Characteristics

Of the included randomized clinical trials, 22 had a parallel double-blind design,
7 a double-blind crossover design, 1 was parallel-blind, and 2 were open-label. The total
number of participants included in the meta-analysis was 1651 with different ages and
health conditions. The subjects included in each study ranged from 8 to 129, the doses used
ranged from 10 to 3000 mg/day, and the duration of the interventions was at least 4 weeks
and a maximum of 12 months. The characteristics of the studies included in the present
review are shown in Table 1. The results on the assessment of the methodological quality
and risk of bias are presented in Figure 2.
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Table 1. Characteristics of clinical trials included in the review.

First Author (Year) Study Design RV Dosage Duration Subjects Age Evaluated Parameters Findings
Significant decrease in glucose (p = 0.03)
and insulin (p = 0.02), improvement in
Abdollahi et al. Ry 71 subjects with T2DM Glucose and insulin levels, HbAlc, HOMA-IR (p = 0.01) and QUICKI
2019) [18] RCT double-blind 1g/day 8 weeks and overweight S0+7 HOMA-IR, HOMA-B, QUICKI ~  (p = 0.008). No significant changes in
HOMA- and HbAlc after
resveratrol administration
Asghari et al. Exe . . . Glucose and insulin levels Non-significant changes in the glycemic
2018) [19] RCT double-blind 600 mg/day 12 weeks 75 subjects with fatty liver 40+7 HOMA-IR parameters evaluated
Banaszewska et al Fasting blood glucose, insulin Significant decrease in insulin levels
’ RCT double-blind 1.5 g/day 3 months 30 women with POS 27+1 § blood grucose, (38%, p = 0.007) and increase in the
(2016) [20] sensitivity index . . R o
insulin sensitivity index (66%, p = 0.04)
Bashmakov et al 24 patients with Glucose and insulin levels Tendency of a decrease of glucose levels
: RCT parallel-blind 100 mg/day 2 months p . 56 +£9 ’ in both study groups. No changes in
(2014) [21] diabetic food HOMA-IR . .
insulin levels and HOMA-IR
Bhatt et al. . . . Significant decrease in HbAlc levels
012) [22] RCT open-label 250 mg/day 3 months 57 subjects with T2DM 57+9 Fasting blood glucose and HbAlc (p < 0.05) after resveratrol administration
Bhatt et al. . . Non-significant decrease in HbAlc and
@013) [23] RCT open-label 250 mg/day 6 months 57 subjects with T2DM 57 +9 HbA1lc and glucose levels glucose levels after intervention
) . . . Glucose and insulin levels, Non-significant differences between the
Bo et al. (2016) [24] RCT double-blind 40, 500 mg/day 6 months 179 subjects with T2DM 65+ 8 HOMA-IR, HbA ¢, C-peptide study groups after intervention
Boetal. 2013) [25] RCT double-blind cn . 500 me/d 4 K 49 healthy smoker. 3549 Glucose and insulin levels Non-significant changes after
oetal ouble crossove g/daay weeks calthly smokers HOMA-IR resveratrol intervention
) . No changes in insulin and HOMA-3
B:;S;‘%O[Sé]al' RCT double-blind 10 mg/day 4 weeks 19 men with T2DM 55+9 Insulin ll_e;gll\i’AI__If?MA_IR’ levels, tendency of a decrease of
HOMA-IR in the experimental group
Chachay et al. g . HOMA-IR, glucose and insulin Resveratrol did not improve glucose,
2014) [27] RCT double-blind 3 g/day 8 weeks 20 men with NAFLD 49+ 12 levels insulin, and HOMA-IR levels
Gl insulin. C-peptide and Significant decrease in glucose (p = 0.001)
Chen (2015) [28] RCT double-blind 600 mg/day ~ 3months 57 subjects with NAFLD 4410 O oM AR T es and HOMA-IR (p = 0.016). No significant
changes in insulin and C-peptide levels
. . . Non-significant changes in evaluated
Dash et al. . 8 overweight and Glucose and insulin levels,
2013) [29] RCT double-blind crossover 1-2 g/day 2 weeks obese subjects 46 + 3 HOMA-IR parameters' after ‘
resveratrol administration
Non-significant differences in glucose
De Ligt et al. RCT double-blind 150 mg/day 6 months 41 overweight individuals 62+ 1 Glucose and insulin levels, HbAlc and insulin levels. Significant decrease

(2020) [30]

in HbAlc (p = 0.007) after
resveratrol administration
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Table 1. Cont.

First Author (Year) Study Design RV Dosage Duration Subjects Age Evaluated Parameters Findings
De List et al Non-significant differences between the
(2015) [31] ) RCT double-blind crossover 150 mg/day 4 weeks 13 men at high risk of T2DM 66+ 4 Glucose and insulin levels, HbAlc study groups after
resveratrol administration
Faghihzadeh et al. . . . Glucose and insulin levels, Non-significant changes after the
015) [32] RCT double-blind 500 mg/day 12 weeks 50 subjects with NAFLD 45+10 HOMA-IR, HOMA-B, QUICKI resveratrol intervention
Godinez-Salas Non-significant changes in glucose and
et al. (2018) [33] RCT double-blind 150 mg/day 3 months 42 subjects with MS 43+1 Glucose and insulin levels insulin levels after
. N resveratrol intervention
Goh et al. . . . Glucose and insulin levels, HbAlc, Tendency of a decrease in HbAlc, no
(2014) [34] RCT double-blind 3 g/day 12 weeks 10 subjects with T2DM 56 +6 HOMA-IR significant changes in insulin sensitivity
.. . . . . Significant decrease in glucose, insulin
Hoseini et al. . 56 subjects with T2DM Glucose and insulin levels !
RCT double-blind 500 mg/day 4 weeks 62+9 B ’ (p = 0.01), and HOMA-IR (p = 0.001);
(2019) [35] and CD HOMA-IR, QUICKI QUICKI increase (p = 0.02)
Significant decrease in insulin and
Javid et al. g 43 subjects with T2DM Glucose and insulin levels, HOMA-IR levels (p < 0.05),
(2016) [36] RCT double-blind 480 mg/day 4 weeks and CP S0+8 HOMA-IR non-significant decrease in glucose levels
after resveratrol intervention
Kantartzis et al. ERT 105 overweight and Fasting blood glucose, HbAlc, No significant changes in
(2018) [37] RCT double-blind 150 mg/day 12 weeks obese subjects 4813 HOMA-IR evaluated parameters
Significant decrease in glucose levels
. . (p < 0.05) in experimental group. No
Khodabandenlhoo RCT double-blind 800 mg/day 2 months 45 subjects with T2DM 57+9 Glucose and insulin levels, HbAlc, changes in HbA1lc. No significant
et al. (2018) [38] HOMA-IR, HOMA- . .
changes in insulin, HOMA-IR, and
HOMA j levels
Kjaer et al. . 1,501,000 . . Glucose and insulin levels, No change in glucose and insulin
(2017) [39] RCT double-blind mg/day 16 weeks 66 subjects with MS 0+l HOMA-IR concentrations, no change in HOMA-IR
Méndez-del Villar . . . AUC of glucose and insulin, Significant decrease in insulin AUC and
et al.(2014) [40] RCT double-blind 1.5 g/day 3 months 21 subjects with MS 40+5 insulin index insulin index (p < 0.05)
Significant decrease (p < 0.05) in glucose,
Movahed et al. . . . Glucose and insulin levels, insulin, and HbAlc levels. Improvement
2013) [41] RCT double-blind 1 g/day 45 days 64 subjects with T2DM 52+7 HOMA-IR, HOMA-@ of HOMA-IR and HOMA B in
experimental group
Pollack et al 30 overweight older adults Glucose and insulin levels, AUC No effect of resveratrol on
(2017) [42] ’ RCT double-blindcrossover 2 g/day 6 weeks with impaired 67 £7 of glucose and insulin, HbAlc, 1 - "
glucose tolerance HOMA-IR lycemmic parameters
Poulsen et al. RCT double-blind 500 mg/day 4 weeks 24 obese subjects 39+3 Glucose andﬁrgf/{lzljivels, HbAlc, No changes in evaluated parameters

(2013) [43]
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Table 1. Cont.

First Author (Year) Study Design RV Dosage Duration Subjects Age Evaluated Parameters Findings
Satta(;ionlegz)l'izj] et al. RCT double-blind 500 mg/day 3 months 60 Sétrllk:ijezflfuﬁitr}:ti‘??M 57+9 Glucose andHirg)slt\l/[lKjeRvels, HbAlc, psairg:rgiectz\; %e) Z}?%T})r)irrllei‘t,:ll;i:)?p
Se?;{eg%li;ﬁir;‘]i RCT double-blind 800 mg/day 8 weeks 46 subjects with T2DM 58 £ 6 Glucose andI_iIrgE/[liArl_%ivels, HbAle, Ni:’;\%?jf;i?;f:;ggﬁ;gger
T(hzz[:)gg)g[zt()]a L RCT double-blind 150 mg/day 12 months 129 postmenopausal women 64 +1 Glucose;[r(l)cllvi[r[;s_tllll{in levels, szsailgégﬁjgtail;ne%z:sm
T}:;(Z)lllg)t }[1 4e7t] al. RCT double-blindcrossover 1g/day 5 weeks 14 subjects with T2DM 68 +2 Glucose and HbAlc No Signiﬁcagggi??:eii; glucose and
Ti(r;(;l;z)r s[4e§]al. RCT double-blindcrossover 150 mg/day 4 weeks 16 subjects with T2DM 64 +4 Glucosesz?gii?‘f;}l/i,n&}i\gelli, insulin Nogelz}f,ff:;(i)cf ;?é?;iiiilson
Van der Made RCT double-blindcrossover 150 mg/day 4 weeks 45 overweight and 61+7 Glucose and insulin levels, lel\jtflsc.héﬁlgci)ssénlg/gls\iﬁ;ﬁeadng tier;fclliiy

et al.(2015) [49]

obese subjects

HOMA-IR

to decrease

Abbreviations: AUC, area under curve; CD, coronary disease; CP, chronic periodontitis; HbAlc, glycated hemoglobin; HOMA-f, insulin resistance of pancreatic cell 3; HOMA-IR, insulin resistance; MS,
metabolic syndrome; NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease; POS, polycystic ovary syndrome; RCT, randomized clinical trials; T2DM, type 2 diabetes mellitus; and QUICKI, Quantitative Insulin Sensitivity

Check Index.
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Figure 2. Assessment of the risk of bias and methodological quality of clinical trials included. Most
clinical trials display a low risk of bias.

3.3. Meta-Analysis

Thirty articles that reported 32 effect sizes were included for the meta-analysis that
evaluated the effect of RV on glucose levels, 24 publications with 26 effect sizes for insulin,
16 articles with 17 effect sizes of RV on HbAlc, and 26 studies with 28 effect sizes on HOMA-IR.
There was a statistically significant decrease of glucose (—5.24 mg/dL, p = 0.002; Figure 3)
and insulin levels (—1.23 mIU/L, p = 0.0003; Figure 4). HbAlc (Figure 5) and HOMA-IR
(Figure 6) did not show significant changes. Due to the considerable heterogeneity of the
included studies, sub-analyzes were performed (Table 2). Sub-analysis by dose revealed
that glucose levels improve significantly after the administration of 500-1000 mg/day of
RV (=7.54 mg/dL, p = 0.002), while insulin improves with doses lower than 500 mg/day
(—1.43mIU/L, p = 0.01) and with doses greater than 1000 mg/day (—2.12 mIU/L, p = 0.03).
HbA1lc and HOMA-IR remained unchanged after sub-analysis by dose.
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Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total igl \'A 95% CI \'A 95% CI
Abdollahi, 2019 -797 136 35 -052 1511 36 33% -7.45[14.13,-077)
Asghari, 2018 172 44 26 22 54 25 37% -0.48[-3.10,2.14) -
Banaszewska, 2016 -1.2 813 15 2 10.07 15 3.3% -3.20 [[9.75, 3.39) 1
Bashmakov, 2014 -3157 219 14 -197 23 10 18% -11.87[-30.17,6.43] ¢
Bhatt, 2012 -1439 505 28 13.07 6.34 29 3.7% -27.46[-30.43,-24.49) —
Bhatt, 2013 -1081 173 28 2036 119 28  32% -31.17[-38.90,-23.44] —
Bo, 2016 4.38 53 58 29 7.2 62 3.8% 1.47[-0.78,3.72) sp=i
Bo, 2016 -509 87 59 291 72 62 37% -8.00(10.85,-5.15) —
Chachay, 2014 281 57 10 0 5.7 10 35% 2.81219,7.81) I T
Chen, 2015 -1153 558 28 -1.8 1477 29 34%  -9.73[15.49,-3.97) —_—
Dash, 2013 36 65 8 54 B5 8  34% -1.80[-8.17, 4.57) T
De Ligt, 2018 -53 41 7 -37 39 6 36% -1.60[-5.95, 2.75) e
De Ligt, 2020 -108 76 20 10 112 21 3.4% -0.80 [-6.63, 5.03) o
Faghihzadeh, 2015 -1.33 684 24 567 1583 25 33% -7.00[-13.78,-0.22) e
Godinez-Salas, 2018 6 49 11 0 74 10 35% 6.00[0.58, 11.42) —°—
Goh, 2014 -5.41 3063 5 -9.01 1081 5 1.0% 3.60[-24.87,32.07]
Hoseini, 2019 -7 142 28 27 134 28 32% -9.70[-16.93,-2.47) —
Javid, 2016 -10.99 14 21 -414 152 22 3.0% -6.85[-15.58,1.88] —
Kantartzis, 2018 163 69 53 0 69 52 37% 1.63[1.01,4.27) .
Khodabandehloo, 2018 -31.84 476 25 -295 31.78 20 1.3% -2889[5217,-561) &
Kjeer, 2017 27 67 21 -306 58 24 37% 5.76[2.07, 9.45) —_—
Kjeer, 2017 25 117 21 -306 58 24 35% 5.56[0.04,11.08) —
Méndez-del Villar, 2014 -3.61 6.8 1 1081 54 10 3.5% 7.20[1.97,12.43) —_—
Movahed, 2013 -3494 2953 33 989 1572 31 26% -44.83[-56.32,-33.34] ¢
Pollack, 2017 0 84 30 2 86 30 36% -2.00[-6.30, 2.30] ==
Poulsen, 2013 0 53 12 0 51 12 36% 0.00[-4.16, 4.16) o
Sattarinezhad, 2019 -3.7 287 30 261 32 30 21% -29.80 [45.18,-14.42) ¥———
Seyyedebrahimi, 2018 -22.78 4302 23 -19 3112 23 15% -3.78[-25.48,17.92)
Thaung, 2020 -01 54 63 09 58 66 3.8% -1.00 [-2.93,0.93] ==r
Thazhath, 2016 541 128 14 721 128 14 29% 1.80[-7.68,11.28) R
Timmers, 2016 -559 179 16 -1063 186 16 25% 5.04 [-7.61,17.69] —
Van der Made, 2015 -793 585 45 -649 6.1 45 3.8% -1.44-3.91,1.03] -T
Total (95% Cl) 822 829 100.0% -5.24[-8.58, -1.91] -

Heterogeneity: Tau®= 75.45; Chi*= 507.23, df = 31 (P < 0.00001); F= 94%

Test for overall effect: Z= 3.08 (P = 0.002) iy

Figure 3. Effect of resveratrol on glucose levels.

10 0 10 20

Favours Resveratrol Favours Placebo

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Abdollahi, 2019 -097 1.9 35 -0.04 249 36 53% -0.93[-1.96,0.10] r
Asghari, 2018 -1.33 79 26 042 9 25 15% -1.75[-6.40, 2.90]
Banaszewska, 2016 -46 15 15 0 24 15 47%  -460[6.03,-317] ————
Bashmakov, 2014 1.29 36 14 089 38 10 27% 0.40[-2.62,342)
Bo, 2016 1.05 22 59 1.24 1.8 62 56% -0.19[-0.91,0.53] T
Bo, 2016 2.05 1.8 58 1.24 1.8 62 57% 0.81[0.17,1.45) _—
Chachay, 2014 3 47 10 3 43 10  1.9% 0.00 [-3.95, 3.95)
Chen, 2015 -1.09 425 28 039 6.3 29 29% -1.48[-4.26,1.30] —
Dash, 2013 1.843 073 8 36 058 8 57% -1.76[2.40,-1.11] _—
De Ligt, 2018 0.73 16 7 056 1.8 6 41% 017 [-1.70,2.04) I —
De Ligt, 2020 -21 23 20 -2 4 2 3.9% -0.10[-2.09,1.89] S
Faghihzadeh, 2015 -3.23 29.74 24 -2205 26.63 25 02% 18.82([2.99, 34.65] _—)
Godinez-Salas, 2018 -5.4 35 1 5 1.3 10  36% -10.40[-1262,-8.18) ¢
Goh, 2014 0.6 5.1 5 1 11 5 16% -0.40[-4.97,417)
Hoseini, 2019 -1.4 1.7 28  -04 27 28 51% -1.00[-2.18,0.18] ——
Javid, 2016 -09 036 21 -031 033 22 6.0% -0.59[-0.80,-0.38] e
Khodabandehloo, 2018  -319 6.16 25 -184 60 20 22% -1.35[-4.92,2.22)
Kjeer, 2017 -0.98 21 21 -0.014 1.6 24 52% -0.97 [2.07,0.14) ———
Kjeer, 2017 1.67 1.7 21 -0.014 1.6 24 53% 1.68[0.72, 2.65] —
Movahed, 2013 -482 483 33 -027 315 3 39% -455[654,-256) ————
Pollack, 2017 66 106 30 74 119 30 11% -0.80[-6.50, 4.90]
Poulsen, 2013 0461 1.07 12 0014 097 12 55% 0.45[-0.37,1.26) T
Sattarinezhad, 2019 -3 6.8 30 . g 30 30% -5.00[-7.74,-226) &
Seyyedebrahimi, 2018 -1.23 337 23 -1.34 389 23 38% 0.11[-1.99,2.21) S e—
Thaung, 2020 016 3.84 63 082 339 66 5.0% -0.66 [-1.91,0.59] I
Timmers, 2016 -1.31 23 16 048 1.8 16 47%  -1.79[-3.22,-0.36) e
Total (95% CI) 643 650 100.0% -1.23[-1.90,-0.57] <
Heterogeneity: Tau*= 1.92; Chi*= 201.87, df= 25 (P < 0.00001); F= 88% t

Test for overall effect: Z= 3.63 (P = 0.0003) e

Figure 4. Effect of resveratrol on insulin levels.
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Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Ahdollahi, 2019 004 025 35 -002 03 36 7.0% 0.06 [-0.07,0.19] T
Bhatt, 2012 -0.33 0.04 28 017 041 29 7.2% -050[-054,-0.46] -
Bhatt, 2013 -01 002 28 06 0.04 280 7.2% -0.70[-0.72,-0.68] s
Bo, 2016 031 075 58 018 063 62 6.4% 0.13[-0.12,0.38] ==
Bo, 2016 0.07 082 59 018 063 62 63% -011[0.37,0195] —
De Ligt, 2018 0 015 7 0 014 6 6.8% 0.00[-0.16,0.16] -1
De Ligt, 2020 03 14 20 0 14 21 29%  -0.30[1.16, 0.56)
Goh, 2014 -08 086 5 01 11 5 21% -0.90[-2.00,0.20) ¢
Kantartzis, 2018 007 0.26 53 004 028 52 7.0% 0.03[-0.07,013] -,
Khodabandehloo, 2018 -0.248 0.84 25 -0.135 051 20 54% -011[-051,028] —l
Movahed, 2013 -1.2 1.56 33 001 067 K} 42% -1.21[1.79,-063) ————
Pollack, 2017 03 025 30 02 0.25 30 7.0% 0.10[-0.03,0.23] =
Poulsen, 2013 -0.08 012 12 -014 0.1 12 71% 0.05[-0.04,0.14] ™
Sattarinezhad, 2019 -04 07 30 0 11 30 50% -0.40[-0.87, 007 e —
Seyyedebrahimi, 2018 -0.25 0.69 23 -02 05 23 58% -0.05[-0.40,0.30] B
Thazhath, 2016 -0.02 0.39 14 -013 041 14  61% 0.11[-0.19, 0.41] B —
Timmers, 2016 003 0.28 16 -017 028 16 6.7% 0.20[0.01, 0.39] —
Total (95% CI) 476 478 100.0% -0.16 [-0.34, 0.03] e
Heterogeneity: Tau®= 0.13; Chi*= 932.41, df= 16 (P < 0.00001); = 98% 5 0 o5 |

Test for overall effect. Z=1.63 (P=0.10)

Figure 5. Effect of resveratrol on HbAlc.

Favours resveratrol Favours placebo

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% Cl IV, Random, 95% CI
Abdollahi, 2019 -037 08 3% -011 12 36 40% -0.26[-0.73,0.21) --r
Asghari, 2018 -0.27 1.75 26 013 21 25 34%  -0.40[-1.46,0.66) ——
Banaszewska, 2016 -1.04 12 15 007 13 15  36% -1.11[2.01,-0.21] —
Bashmakov, 2014 -0.26 0.7 14 -045 1.04 10 3.8% 0.19 [-0.55, 0.93) -T
Bo, 2016 -433 21 58 -406 22 62 3.7% -0.27[-1.04,0.50) ——
Bo, 2016 -615 33 59 -406 22 62 35% -2.09[-3.09,-1.09] =
Chachay, 2014 08 14 10 06 21 10 28% 0.20 [-1.36,1.76) . —
Chen, 2015 -3.86 082 28 -3.07 083 29  40% -0.79[-1.22,-0.36) ===
Dash, 2013 -0.45 028 8 -0.02 065 8 40% -0.43[-092 0.0 ——
De Ligt, 2018 004 0.76 7 004 091 6 36% 0.00 [-0.92,0.92] I
De Ligt, 2020 077 16 20 -071 18 21 34% -0.06[-1.10,088] - —
Faghihzadeh, 2015 -0.259 1.09 24 -0.74 1.07 25  39% 0.48[-0.12,1.09) 'na
Godinez-Salas, 2018 115 1.7 11 134 47 10 15% -2.49[557,059)
Goh, 2014 0.456 067 5 015 086 5 35% 0.31 [-0.65, 1.26) -
Hoseini, 2019 -06 049 28 -0.2 066 28 41% -0.40[-0.70,-0.10) -
Javid, 2016 -0.56 0.88 21 -015 0895 22 39% -0.41[-0.96,0.14) -
Kantartzis, 2018 038 1.2 53 008 1.2 52 4.0% 0.30 [-0.16,0.76) ™
Khodabandehloo, 2018 -1.64 35 25 -037 28 20 25% -1.27[-3.11,057) —
Kjeer, 2017 -0.25 21 21 -017 1.4 24 34% -0.08[1.14,088] .
Kjeer, 2017 063 14 21 -017 1.4 24 37% 0.80[-0.02,1.62) —
Movahed, 2013 -2.7 052 33 023 053 N 41% -2.93[-3.19,-267) -
Pollack, 2017 03 16 30 0 16 30 37% 0.30 [-0.51,1.11) -1
Poulsen, 2013 016 062 12 002 051 12 4.0% 0.14 [-0.31,0.59) =p=
Sattarinezhad, 2019 117 30 16 15 30 37% -260[3.41,-1.79) —
Seyyedebrahimi, 2018 -1.18 2 23 -1.58 3.08 23 29% 0.40[-1.10,1.90) L
Thaung, 2020 0 08 63 02 08 66 41% -0.20[-0.49,0.09] =
Timmers, 2016 -065 1.2 16 -016 23 16 32% -0.49[1.76,0.78) B
Van der Made, 2015 313 135 45 303 1.44 45  39% 0.10[-0.48, 0.68) T
Total (95% ClI) 741 747 100.0% -0.43[-0.89,0.03] L 2
Heterogeneity: Tau*= 1.32; Chi*= 431.36, df= 27 (P < 0.00001); F=94% 94 32 b i-) i

Test for overall effect: Z=1.82 (P =0.07)

Favours resveratrol Favours placebo

Figure 6. Effect of resveratrol on HOMA-IR.
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Table 2. Subgroup analysis conducted to evaluate the hypoglycemic effect of resveratrol.

Subgroup No. of Trials Effect Size 95% CI p Value Heterogeneity (I?) p Value for I?
Glucose
Resveratrol dosage (I? = 76%; p = 0.01)
<500 mg/day 13 —5.40 —11.29,0.49 0.07 97% 0.00001
500-1000 mg/day 13 —7.54 —12.29, —2.79 0.002 89% 0.00001
>1000 mg/day 6 0.82 —2.78,4.42 0.66 51% 0.00001
Health status (I = 91%; p = 0.0008)
With T2DM 15 —13.36 —21.09, —5.63 0.0007 96% 0.00001
Without T2DM 17 0.18 —1.52,1.89 0.83 67% 0.0001
Duration (I? = 0%; p = 0.89)
<3 months 15 -5.29 -9.20, —1.39 0.008 81% 0.00001
>3 months 17 —4.83 —9.75,0.09 0.05 96% 0.00001
Age (I? = 66%; p = 0.05)
<45 years 6 0.08 —4.08, —4.24 0.97 79% 0.0002
45-59 years 16 —11.04 -19.0, -3.07 0.007 96% 0.00001
>60 years 10 —2.06 —4.39,0.27 0.08 73% 0.0001
Insulin
Resveratrol dosage (IZ = 0%; p 0.44)
<500 mg/day —1.43 —2.53, -0.32 0.01 90% 0.00001
500-1000 mg/day 12 —0.78 —1.85,0.30 0.16 83% 0.00001
>1000 mg/day 5 —1.23 —1.90, —0.57 0.03 73% 0.006
Health status (I? = 0%; p = 0.57)
With T2DM 12 —0.94 —1.62, —0.25 0.007 77% 0.00001
Without T2DM 14 —1.39 —2.80,0.01 0.05 91% 0.00001
Duration (I? = 0%; p = 0.38)
<3 months 13 —0.93 —1.53, -0.33 0.002 69% 0.0001
>3 months 13 —1.65 —3.15, -0.16 0.03 93% 0.00001
Age (12 = 42%; p = 0.18)
<45 years 5 —3.60 —7.65,0.46 0.08 96% 0.00001
45-59 years 13 -0.97 -1.82, —0.12 0.02 82% 0.00001
>60 years 8 -0.32 —1.01, 0.36 0.35 57% 0.02
HbAlc
Resveratrol dosage (IZ = 0%; p 0.56)
<500 mg/day —0.20 —0.42,0.02 0.08 99% 0.00001
500-1000 mg/day 8 —0.06 —0.21, 0.10 0.48 69% 0.002
>1000 mg/day 2 —-0.25 —1.18,0.69 0.61 68% 0.08
Health status (I? = 87%; p = 0.005)
With T2DM 12 —0.22 —0.40, —0.04 0.02 97% 0.00001
Without T2DM 5 0.05 —0.01,0.10 0.11 0% 0.78
Duration (I = 0%; p = 0.38)
<3 months 9 0.02 —0.08,0.13 0.66 64% 0.004
>3 months 8 -0.29 —0.50, —0.08 0.006 98% 0.00001
Age (12 = 85%; p = 0.001)
<45 years 1 0.05 —0.04,0.14 0.29 — —
45-59 years 9 —-0.34 —0.54, —0.13 0.002 98% 0.00001
>60 years 6 0.07 0,0.15 0.05 0 0.48
HOMA-IR
Resveratrol dosage (I? = 0%; p = 0.62)
<500 mg/day 11 -0.22 —0.55,0.11 0.19 57% 0.01
500-1000 mg/day 12 —0.60 —1.44,0.24 0.16 97% 0.00001
>1000 mg/day 5 —-0.22 —0.74, 0.30 0.42 46% 0.11
Health status (I? = 64%; p = 0.10)
With T2DM 12 —0.83 —1.68, —0.02 0.04 96% 0.00001
Without T2DM 16 —0.08 —0.33,0.17 0.54 55% 0.004
Duration (I? = 0%; p = 0.83)
<3 months 14 —0.36 -1.11,0.39 0.35 96% 0.00001
>3 months 14 —0.45 —0.91,0.00 0.05 83% 0.00001
Age (12 = 0%; p = 0.70)
<45 years 5 —0.57 —1.19, 0.04 0.07 68% 0.01
45-59 years 14 -0.39 —1.25,0.47 0.38 96% 0.00001
>60 years 9 —0.28 —0.60, 0.03 0.08 55% 0.02

Abbreviations: CI, confidence interval; HbAlc, glycated hemoglobin; HOMA-IR, insulin resistance (homeostatic model); and T2DM, type 2
diabetes mellitus.

In the sub-analysis by health status, we found that the four parameters evaluated im-
prove significantly after the administration of RV in subjects with T2DM (effect size on glu-
cose = —13.36 mg/dL, p = 0.0007; effect size on insulin = —0.94 mIU/L, p = 0.007; effect size
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on HbAlc = —0.22%, p = 0.02; effect size of HOMA-IR = —0.83, p = 0.04). The sub-analysis
by duration (<3 months or >3 months) revealed that glucose levels decrease significantly
after RV administration for <3 months (—5.29 mg/dL, p = 0.008). Insulin levels improve
regardless of the duration of the intervention (effect size at <3 months = —0.93 mIU/L,
p = 0.002; effect size at >3 months = —1.65 mIU/L, p = 0.03). HbAlc improves significantly
(effect size = —0.29%, p = 0.006) in interventions lasting >3 months. HOMA-IR is not
significantly modified, regardless of the duration of the intervention.

Finally, the sub-analysis by age revealed that glucose, insulin, and HbAlc levels
significantly improve in subjects aged 45 to 59 years who use RV (effect size on glu-
cose = —11.04 mg/dL, p = 0.007; effect size on insulin = —0.97, p = 0.02; effect size on
HbAlc = —0.34%, p = 0.002). However, HOMA-IR exhibited no significant changes.

4. Discussion

Currently, the incidence of NCDs, such as obesity, diabetes, cardiovascular diseases
(CVD), and metabolic syndrome (MS), is increasing and according to the World Health
Organization (WHO), is the main cause of death worldwide. The uncontrolled increase
in NCDs is related to unhealthy lifestyles, such as diets rich in carbohydrates and fat,
sedentary lifestyles, and tobacco and alcohol consumption [50-54]. For this reason, the
main strategies applied for the prevention and control of these pathologies focus on
achieving a change in lifestyles and improving therapeutic adherence in the population
at risk [55-57]. However, it is well-known that the proposed strategies have not been
entirely successful and the search for new therapeutic agents has been necessary, among
which nutraceuticals stand out. These compounds have aroused great interest among
the scientific community, including phenolic acids, stilbenes, flavonoids, lignans, and
curcuminoids, which have been the object of multiple investigations aimed at understand-
ing their role in preventing diseases and increasing longevity [58-60]. In this sense, RV
has been widely studied. Some research suggests that its use is associated with a lower
incidence and better control of a wide variety of NCDs. This occurs due to the antioxidant
capacity of RV and its interaction with cell signaling pathways for the modulation of gene
expression. However, other investigations show the lack of a therapeutic effect of this
nutraceutical [19,22-25,27,29,33-35,61-63]. This means that researchers need to continue
conducting clinical trials and analyzing existing ones to identify the efficacy and safety of
RV as a complementary treatment for NCDs.

This meta-analysis contains 30 articles that study the effects of RV supplementation vs.
a placebo on glucose, insulin, HbAlc, and insulin resistance (measured by the HOMA-IR
index). These biochemical parameters are important for evaluating the prevention and
control of metabolic diseases such as T2DM, obesity, nonalcoholic fatty liver, and MS. For
this reason, they are the main biomarkers of outcome in most clinical trials evaluating the
effectiveness of RV.

Our global results show that RV supplementation vs. a placebo decreases glucose and
insulin levels, but has no therapeutic effect on HbAlc and HOMA-IR, which is contrary to
what was found in the meta-analysis by Hausenblas et al. [64], who observed a significant
decrease in HbAlc, without a considerable effect on glucose levels. In addition to this, in
the study carried out by Jeyaraman et al. [65], they found that RV did not significantly
improve HbAlc, glucose, and insulin levels.

Among the biochemical parameters most used in research, due to their reliability in
evaluating the therapeutic efficacy of different nutraceuticals in the control of metabolic
diseases, are HbAlc, insulin resistance (calculated by the HOMA-IR index), fasting glucose,
and insulin. On the one hand, HbA1lc is formed when glucose binds to an amino group
of the 3 chain of hemoglobin through a non-enzymatic reaction that is influenced by the
concentration of glucose in the blood, so that a state of hyperglycemia is manifested as a
high percentage of HbAlc [66]. On the other hand, it is known that insulin is the most
important regulator in glucose and lipid metabolism, so insulin resistance is a distinctive
feature of obesity, T2DM, and cardiovascular diseases [67].
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The evidence from our meta-analysis shows that RV consumption does not improve
HbA1lc and insulin resistance, since, in most of the included studies, there were no signifi-
cant changes in these parameters. Given the above, our results suggest that RV administra-
tion is not effective for prolonged glycemic control (around 90-120 days). However, there
is considerable heterogeneity between the studies, which is attributed to the wide variation
of RV dosage, duration of administration, and number of participants. Furthermore, some
studies were at risk of bias in selection and blinding, due to the open and single-blind
design [23,26,29,30,39,43,46,48].

Considering the general results and the influence of heterogeneity, a subgroup analysis
was performed, stratifying the publications included by dose, health status, duration of
intervention, and age of the participants.

4.1. Sub-Analysis by RV Dosage

After performing the stratified analysis by dose, a positive and statistically significant
effect of RV on glucose levels was found at doses of 500-1000 mg/day, while the effect of RV
on insulin was significant after consuming doses of less than 500 mg/day and greater than
1000 mg/day. In the systematic review and meta-analysis carried out by Zhu et al. [68], they
found that, at doses of less than 100 mg/day, there are no changes in glucose levels, but
higher doses (even 1 g) are capable of decreasing glucose levels, which partially coincides
with our results. This is due to the fact that Zhu et al. only included subjects with T2DM,
while in our study, subjects with and without T2DM were included. It has been shown that
the efficacy of RV may differ according to the administered dose, because the molecular
target changes. In addition, it has been proposed that RV could have a dose-response effect
(hormesis), so, at low doses, it triggers a stimulating response of some metabolic pathways,
and at high doses, it causes the inhibition of the same pathways [69].

SIRT1 is known to play an important role in AMPK activation to improve mitochon-
drial function and stimulate glucose utilization, as well as protect cells against metabolic
decline. In this regard, both in vitro and in vivo studies have shown that moderate doses of
RV activate SIRT1 and this, in turn, activates AMPK. In contrast, high doses activate AMPK
independently of SIRT1, but do not improve mitochondrial function or protect against
metabolic deterioration [70]. It has also been observed that in murine models, low doses of
RV improve the insulin sensitivity and decrease its secretion by parts of the pancreatic 3
cells in the long term, while high doses have the same effect in the short term; however,
high doses of RV cause nephrotoxicity [71].

In our meta-analysis, we found that high and low doses of RV exert similar effects
on insulin levels. However, the variability in the duration of the interventions and in the
health conditions of the participants does not allow us to establish if this result is due to
the biological effects of RV occurring in a dose-dependent manner or a consequence of the
metabolic conditions of cells, since, depending on the cellular needs, RV activates different
molecules and signaling pathways, which translates into different biological effects [7,8].
In addition, it should be emphasized that changes in insulin levels after RV administration,
although statistically significant, do not necessarily represent a clinically important change.
Due to this, it is necessary to carry out more research on the biological effects of RV to
determine if these are presented in a dose-dependent manner in humans, since, so far,
many of the results in animal models have not been reproduced in humans. For this reason,
it is very difficult to propose a therapeutic dose of RV.

Regarding the insulin resistance markers (HOMA-IR) and HbAlc, in this review,
no significant changes were observed in these parameters, which, in addition to being
consistent among most of the publications included, coincides with that reported by
Zhu et al. [68].

4.2. Sub-Analysis by Health Condition

According to the analysis by the presence or absence of T2DM, we observed that
RV consumption had a positive effect on the four measured parameters (glucose, insulin,
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HOMA-IR, and HbA1c), in favor of the subjects with T2DM, which was consistent with
the majority of the results from clinical trials conducted in diabetic subjects that were
included in the meta-analysis (Abdollahi et al.; Bhatt et al.; Hoseini et al.; Javid et al,;
Khodabandenlhoo et al.; Movahed et al.; and Sattarinezhad et al.) [18,22,35,36,38,41,44].
They observed a significant decrease in glycemic control markers after RV consumption
in diabetic subjects. These results are consistent with the meta-analysis by Liu et al. [72],
where they found that RV consumption significantly reduced glucose, insulin, insulin
resistance, and HbAlc levels in participants with T2DM.

The hypoglycemic effect of RV has been attributed to its antioxidant and anti-
inflammatory properties. It is known that molecular targets include SIRT1, AMPK, nuclear
factor kappa 3, and transcription factor Nrf2, among others [73]. It has been demonstrated
in several in vitro experiments and in vivo in diabetic animal models that RV increases
glucose uptake, utilization, and storage, at the same time that it restores insulin signaling
pathways and increases its sensitivity [74-76]. The proposed mechanisms are the following;:

e Increases the expression of GLUT4 (an insulin-dependent glucose transporter) and
improves glucose uptake;

e  Activation of SIRT1, which modulates different metabolic pathways, as follows: (i) It
deacetylates the FOXO 1 protein, inhibiting its activity and suppressing the apoptosis
of pancreatic (3 cells; (ii) it reduces the expression of the nuclear factor kappa f3,
which translates into a decrease in the activity of inflammation markers and oxidative
stress, responsible for the production of advanced glycation end products (AGE);
(iii) it activates AMPK, which regulates various intracellular processes, such as energy
metabolism, mitochondrial functions, and cellular homeostasis. AMPK inactivity is
correlated with insulin resistance and tissue damage caused by hyperglycemia; and (iv)
it activates FOXO 3 expression, thereby suppressing the production of reactive oxygen
species and improving regulation in manganese superoxide dismutase (MnSOD)
expression;

e  Decreases the expression of the AGE receptor (RAGE) that contributes to insulin
resistance by modifying its receptor proteins, by phosphorylating the serine/threonine
segment, causing insulin resistance. Therefore, the decrease in the production and
activity of AGE improves insulin signaling;

e  Activation of factor Nrf2, which is a transcription factor that coordinates the activation
of a wide range of genes of antioxidant systems, thereby increasing the activity of
the antioxidant enzymes glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR),
superoxide dismutase (SOD), and catalase.

In the meta-analysis carried out by Liu et al. [72], non-diabetic subjects who consumed
RV did not show a significant decrease in the glycemic control parameters. In this meta-
analysis, we found similar results. The same has been reported in other investigations for
healthy animal models [76]. In these studies, it was has been observed that RV admin-
istration does not have a significant effect on glucose, the lipid profile, and the insulin
sensitivity, although the cellular mechanisms are not entirely clear [9,11]. These results
can be explained considering that, in normal physiological conditions, glucose and insulin
concentrations are in an acceptable range. Therefore, there are no metabolic alterations and
RV consumption does not activate the molecular targets or metabolic pathways that are
affected due to the presence of T2DM. In this sense, the results suggest that RV does not
cause hypoglycemia in healthy people, although more quality clinical trials are required to
evaluate the effects of RV consumption in healthy people.

4.3. Sub-Analysis by Duration of Intervention

Analysis by duration of the intervention (studies with an intervention <3 months and
studies with an intervention >3 months) revealed a positive effect on glucose when the
intervention was less than three months. HbAlc showed a significant decrease when the
intervention had a duration of more than three months, while the effect on insulin was
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positive in both interventions (<3 months and >3 months). However, the HOMA-IR index
had no significant effect regarding the duration of the intervention.

The discrepancy in glucose and HbAlc results is due to the serum glucose levels
reflecting a very short period of glucose metabolism and being influenced by diet in the
short term. In contrast, HbAlc reflects glucose metabolism for a period ranging from 90 to
120 days, which is why it is considered a highly reliable marker of long-term glycemic
control. In this regard, the results of different clinical trials included in this meta-analysis
show that the intervention time plays an important role in glycemic control. Abdollahi
et al. [18] observed that the administration of 1 g/day of RV for 8 weeks is not enough
to have a positive effect on HbA1C, despite lowering glucose levels, as did Thazhath
et al. [47], who reported that 5 weeks of treatment with 1 g/day of RV has no effect
on HbAlc levels in diabetic patients. On the other hand, Bhatt et al. [22] reported that
3 months of supplementation with 250 mg/day of RV significantly reduces HbAlc, while
Sattarinezhad et al. [44] found that 500 mg/day of RV for 3 months triggers a significant
decrease in HbA1C, insulin, and the HOMA-IR index.

Our results are consistent with the study by Timmers et al. [77] carried out in obese
subjects. This study reported that RV consumption for a period of 30 days improves
glucose homeostasis and insulin resistance because it mimics the effects of caloric restriction.
Meanwhile, the meta-analysis carried out by Guo et al. [78], who evaluated the effects of
VR intervention on risk factors for NCDs, showed that a 3-month intervention significantly
reduces low-density lipoproteins (LDL-cholesterol) and HbA1lc levels.

4.4. Sub-Analysis by Age

Three groups were formed according to the age of participants: Those (i) under
45 years old; (ii) from 45 to 59 years old; and (iii) over 60 years old. Significant changes in
favor of RV were only presented for glucose, insulin, and HbAlc levels in the studies that
included subjects aged 45 to 59 years, while the HOMA-IR index did not have significant
changes in any group.

These results are in contrast to the findings of Crandall et al. [79] and Witte et al. [80],
who found that RV administration in older adults improves the insulin sensitivity, plasma
glucose, and glucose metabolism. However, in the clinical trials included in our meta-
analysis, which were conducted in subjects under 45 years of age (Asghari et al.; Bo et al ;
Godinez-Salas et al.; Poulsen et al. [19,25,33,43]), it was observed that glycemic control
markers did not change. Moreover, among clinical trials with people older than 60 years,
only Hoseini et al. [35] reported a significant change in glucose levels after an intervention
with 500 mg/day of RV for 4 weeks. Most of the studies where the age of the participants
ranged between 45 and 59 years found significant changes in the biomarkers of glycemic
control, except those with low doses of RV (Kantartzis et al. [37]) or short intervention
periods (Dash et al. [29]).

RV is a nutraceutical widely studied for the control of metabolic diseases due to its
antioxidant and anti-inflammatory properties. Its role has been demonstrated in preclinical
studies, but its effects in humans are controversial. This is probably due to its unfavorable
pharmacokinetics and its low bioavailability, which could be influenced by the intestinal
microbiota [81,82]. In addition, the genetic influence is an important factor for the individ-
ual response to RV [83]. RV has been shown to activate the expression of SIRT1, which is a
histone deacetylase that plays a crucial role in glucose metabolism, lipids, the inflammatory
process, and antioxidant defenses [74,75,84]. In vivo investigations have indicated that, in
aging, the activity of SIRT1 is decreased [85], which could cause a poor response of the
body to the administration of RV in older adults.

The controversy about the biological effects of RV in humans justifies the continuity
of research, and it is necessary to know the efficacy and safety of RV in the prevention and
treatment of high prevalence metabolic diseases, most of which are related to oxidative
stress and inflammatory process. Another important factor to elucidate is the metabolic
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pathways that it activates and how age, health status, dose, and time of treatment influence
these.

4.5. Limitations

This meta-analysis was not registered in PROSPERO; however, the guidelines estab-
lished in PRISMA were followed.

5. Conclusions

The findings of this meta-analysis suggest that RV significantly improves glucose and
insulin levels in subjects with T2DM and aged 45-59 years, regardless of the duration of the
intervention. Meanwhile, HbAlc improves significantly with interventions whose duration
is greater than 3 months. Nevertheless, the insulin resistance measured by HOMA-IR does
not display significant changes after RV administration. Regarding the dose used, the
results do not allow a therapeutic dose to be suggested. Therefore, more clinical trials are
required to identify how the RV dosage, duration of the interventions, health status, and
age of the subjects influence the biological effects of RV, since, due to the heterogeneity
presented by the available publications, the results are not conclusive. In this sense, it
would be convenient to carry out studies that compare the effects of RV in young vs. old
adults, in addition to studies comparing small vs. large doses. Long-term follow-up studies
(>12 months) with intermediate measurements in the short and medium term (1, 3, 6, and
12 months, for example) could also be carried out, in order to observe and compare the
effects of RV at different doses and durations. Finally, it is recommended that future clinical
trials analyze and compare the results of subjects with different health conditions, such
as diabetes, hypertension, dyslipidemias, and metabolic syndrome, since this will allow
more clarity about the hypoglycemic efficacy of RV, as well as the proposal of a therapeutic
dose, depending on the patient’s conditions (age and health status). In addition to this,
long-term research will be useful for obtaining data about the safety of this compound over
long periods of time.
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Only abstract available
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Abstract: Background: Several clinical trials have suggested that resveratrol has hypoglycemic prop-
erties; however, there are other studies in which such an effect has not been observed. Methods: We
carried out a systematic search in several databases; seventeen studies were selected for the systematic
review and fifteen were included in the meta-analysis. Results: Resveratrol decreases glucose levels
in subjects aged 45-59 years at doses <250 mg/day (—8.64 mg/dL, p < 0.00001), 250-500 mg/day
(—22.24 mg/dL, p = 0.0003), and 500-1000 mg/day (—28.40 mg/dL, p = 0.0008), while in subjects
older than 60 years, it only decreases with doses of 250-500 mg/day. Likewise, HbAlc improved
in subjects aged 45-59 years with doses of 250-500 mg (—0.60%, p < 0.00001), but not in subjects
older than 60 years. Insulin levels improved in subjects aged 45-59 years with doses < 250 mg/day
(—=0.80 mIU/L, p = 0.0003) and doses of 250-500 mg/day (—5.0 mIU/L, p = 0.0003), although in
subjects older than 60 years, they only improved with doses of 250-500 mg/day (—1.79 mIU/L,
p = 0.01). On the other hand, HOMA-IR only improved in subjects older than 60 years with doses
of 250-500 mg/day (—0.40, p = 0.01). Conclusions: Resveratrol has a statistically significant dose—
response effect on glucose concentrations, HbAlc, and insulin levels; however, there is not enough
scientific evidence to propose a therapeutic dose.

Keywords: resveratrol; glucose; glycated hemoglobin; insulin resistance; dose; age

1. Introduction

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) represents a serious public health problem worldwide
owing to its high prevalence among the adult population. T2DM triggers the appearance of
micro and macrovascular complications, making it necessary to implement complementary
therapeutic strategies to decrease blood glucose levels [1,2]. In this sense, the therapeutic
usefulness of naturally occurring compounds with hypoglycemic properties has been inves-
tigated, among which resveratrol (RV) stands out [3]. Antioxidant, anti-inflammatory, and
hypoglycemic effects are attributed to RV, because it has been observed that, in cell cultures
and in animal models, it improves insulin sensitivity and reduces blood glucose [4,5]. It
has been proposed that RV could improve pancreatic 3-cell functionality by protecting
them from oxidative damage and decreasing the production of pro-inflammatory cytokines
in the islets of Langerhans, restoring (3-cell secretory functions and normalizing insulin
secretion [6,7]. In this sense, several clinical trials have suggested that RV increases insulin
sensitivity and decreases blood glucose levels in subjects with T2DM, and the same effect
has been observed in subjects with insulin resistance [8,9]. However, there are other clinical
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trials in which the therapeutic effects of RV have not been observed. These inconsistencies
have been attributed to the low bioavailability of the compound and to the wide range of
doses used, as doses from 5 mg to 5000 mg/day have been used [8]. Likewise, age relative
to aging is a factor that influences effectiveness, as biological reserve and efficiency decrease
with aging, so inflammation and oxidative stress increase significantly as age increases
from the fifth decade of life [10,11].

In accordance with the above, in a systematic review and meta-analysis previously
published by our research team, we found that, after oral administration of RV, glucose,
insulin, HbAlc, and HOMA-IR levels decrease in subjects with T2DM; however, the age-
related effective dose could not be ascertained [12]. In this regard, it has been proposed
that the dose of RV plays a crucial role, because, according to the biological mechanism
of hormesis, an antioxidant or pro-oxidant effect could be present depending on the dose
administered [13,14]. This type of inverse response to varied doses administered to the
same individual has been observed with various drugs, allowing the therapeutic doses
to be specified based on the desired effect, which can be beneficial or harmful because
both are possible depending on the situation [15,16]. This biphasic response rules out
dose linearity and response threshold models, helping to establish the therapeutic use of
different drugs [17,18]. Given this, it has been suggested that RV could trigger opposite
responses depending on the dose used, a phenomenon that has been observed with other
nutraceuticals, such as vitamins C and E, which, at low doses, act as antioxidants, but at
high doses, act as pro-oxidants [19]. Regarding age, our previously published systematic
review found that age could also influence the therapeutic effects of RV. In this regard,
it was found that, in individuals under 60 years old, RV significantly decreases glucose,
insulin, and HbAlc levels, which was not observed in subjects over 60 years old [12]. In
this context, its well-known that physiological function declines with aging, which arises as
a result of the interaction of several cellular and molecular mechanisms, such as oxidative
stress, inflammation, and cellular senescence, among others, whose processes interact
additively and even synergistically, and thereby alter the normal functioning of cells, with
subsequent damage to tissues, organs, and systems [20,21].

An aging-related alteration occurs in the gastrointestinal system, where the num-
ber of functional intestinal epithelial cells decreases significantly as a result of molecular
alterations that induce cell senescence or apoptosis, significantly affecting the gastroin-
testinal absorption of substances, including drugs and nutraceuticals such as RV. This
would directly impact the effects it exerts, so higher doses than those indicated for young
people would be required to reach the blood concentration with a therapeutic effect in older
adults [21,22]. On the other hand, higher doses of RV are also required in older subjects
because of the large number of altered pathways that occur during the aging process,
which could include one or more RV target molecules, causing a large portion of RV to be
consumed and leaving a small amount to exert hypoglycemic effects [21].

Considering the above, the purpose of this systematic review and meta-analysis is to
present a synthesis of knowledge on the differentiated effect of RV considering dose and
age on the glycemic control of T2DM.

2. Results
2.1. Literature Search

A total of 1958 records were identified from databases and 400 from other sources
(Figure 1). Duplicate records (261 records identified from databases and 15 records from
other sources) were eliminated, and after a review of titles and abstracts, those that did not
meet the selection criteria were discarded. The number of eligible records from the databases
was 32, while 54 potentially includable records were selected from other sources. Documents
were retrieved from the 86 preselected records, as shown in Figure 1. After a detailed review
of the full text, 16 documents were excluded from databases (Appendix A) and 53 from other
sources (Appendix B), leaving only 17 studies that were included in the systematic review;
however, two studies were excluded from the meta-analysis owing to insufficient data.
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Figure 1. Study selection flow chart.
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2.2. Study Characteristics

Among the included studies, 12 had a double-blind parallel design, 2 were double-
blind crossover, 1 had a parallel-blind design, and 2 were open-label. The number of
individuals with T2DM included in the systematic review and meta-analysis was 921,
aged between 50 and 68 years. The minimum number of subjects included in each study
was 10 and the maximum was 179; the minimum dose of RV was 10 mg/day and the
maximum was 3 g/day. The duration of the interventions ranged from 4 weeks to 6 months.
Table 1 summarizes the characteristics of the studies included in the systematic review
and certainty assessment (GRADE). Figure 2 presents the general result of the risk of
bias assessment.

e
i
=

Study ID

Abdollahi, 2019

. Low risk
1

Bashmakowv, 2014 Some concerns

Bhatt, 2012 . High risk

Bhatt, 2013

Bo, 2016 D1 Randomisation process

Brasnyo, 2011 D2 Deviations from the intended interventions
Goh, 2014 03 Missing outcome data

Hoseini, 2019 D4 Measurement of the outcome

Imamura, 2017 DS Selection of the reported result
lavid, 2016
Khodabandehloo, 2018
Mahjabeen, 2022
Movahed, 2013
Sattarinezhad, 2019

Seyyedebrahimi, 2018

Thazhath, 2016

-9000-00000-000 - 0=
000000-0-0000--00:
-9000-00000000000:=
0-000000-00-0-- -0

Timmers, 2016

0000000-0000000- 6:
00000000000 000000

Figure 2. Assessment of the risk of bias (Robins-2 Beta version, Cochrane) [23-39].
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Table 1. Characteristics of clinical trials included in the review.

First Author (Year) Study Design Intervention Population Glycemic Parameters Findings Certainty
Subjects 45-59 years old
Brasny®o et al. RCT 10 mg/day 19 men with T2DM Insulin levels iigiiﬁifc;ntlonzggé;izfi?’ @000
(2011) [23] double-blind 4 weeks 55 £ 9 years old and HOMA-IR, HOMA-IR after RV administration Very low
Bashmakov et al. RCT 100 mg/day 24 subjects with diabetic food Glucose e insulin l\i:)Il;_ostl}?sl’tgéiln;i?;za?f}(?f:lgl:rl%oesse @000
(2014) [24] parallel-blind 8 weeks 56 £ 9 years old levels, HOMA-IR in insulin and HOMA-IR. Very low
Imamura et al. RCT 100 mg/day 50 subjects with T2DM Non-significant changes Slelele
(2017) [25] double-blind 3 months 57 £ 10 years old Glucose levels and HbAle after intervention Very low
Significant decrease in glucose and
Mahjabeen et al. RCT 200 mg/day 110 subjects with T2DM Glucose and insulin levels, HbAlc (p < 0.05). Significant SEDO
(2022) [26] double-blind 24 weeks 50 + 11 years old HbAlc and HOMA-IR decrease in insulin and HOMA-IR Moderate
(r =0.001)
RCT 250 mg/day 57 subjects with T2DM Significant decrease in HbAlc DPOO
Bhatt etal. (2012) [27] open-label 3 months 57 £ 9 years old Glucose levels and HbAle (p < 0.05) after RV administration Low
RCT 250 mg/day 57 subjects with T2DM Non-significant decrease in HbAlc DDOO
Bhatt etal. (2013) [28] open-label 6 months 57 £ 9 years old Glucose levels and HbAlc and glucose levels Low
Javid et al. (2016) [29] RCT 480 mg/day 43 subjects with T2DM and CP Glucose and insulin I_Slg\l/}icjﬁt(dicgeg;? lllil(l)nssimrllrilfii{alit SBB0O
’ double-blind 4 weeks 50 + 8 years old levels, HOMA-IR P o & Moderate
changes in glucose levels
Significant decrease in glucose
Khodabandenlhoo et al. RCT 800 mg/day 45 subjects wit T2DM Glucose and insulin levels, levels (p < 0.05). No significant DDOO
(2018) [30] double-blind 8 weeks 57 £ 9 years old HbAlc, HOMA-IR changes in HbAlc, insulin levels, Low
and HOMA-IR
Seyyedebrahimi et al. RCT 800 mg/day 46 subjects with T2DM Glucose and insulin levels, Non-significant changes after SDOO
(2018) [31] double-blind 8 weeks 58 + 6 years old HbA1lc and HOMA-IR RV administration Low
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Table 1. Cont.
First Author (Year) Study Design Intervention Population Glycemic Parameters Findings Certainty
Significant decrease in glucose
Abdollahi et al. RCT 1g/day 71 s“blegtvsevr"‘ii‘i;}iw and - Glycose and insulin levels, (ggi%%?)aﬂﬁlgﬁjﬁiﬁiiﬁf BBOO
(2019) [32] double-blind 8 weeks 50 + 7 years old HbAlc, HOMA-IR HOMA-IR (p = 0.01). No significant Moderate
changes in HbAlc
Significant decrease in glucose,
Movahed et al. RCT 1g/day 64 subjects with T2DM Glucose and insulin levels,  insulin and HbAlc levels (p < 0.05). SDOO
(2013) [33] double-blind 45 days 52 + 7 years old HbAlc and HOMA-IR Improvement in HOMA-IR after Low
RV administration
Tendency to decrease in HbAlc; no
Goh et al. (2014) [34] RCT 3 g/day 10 subjects with TD2M Glucose and insulin levels, significant changes in HOMA-IR. BPBO
' double-blind 3 months 56 + 6 years old HbAlc, HOMA-IR No changes in glucose and Moderate
insulin levels
60 subiects with T2DM and Significant decrease in glucose,
Sattarinezhad et al. RCT 500 mg/day ) albuminuria Glucose and insulin levels,  insulin and HbAlc levels (p < 0.05). SDB0
(2019) [35] double-blind 3 months HbA1lc and HOMA-IR Improvement in HOMA-IR after Moderate
57 £ 9 years old - .
RV administration
Subjects > 60 years old
RCT 150 mg/day 16 subjects with T2DM Glucose and insulin levels Non-significant changes after BDOO
Timmers et al. (2016) [36] double-blind 4 weeks 64 + 4 years old HbAlc RV administration Low
Ccross-over
Bo et al. (2016) [37] RCT 40, 500 mg/day 179 subjects with T2DM Glucose and insulin Non-significant changes between SBD0O
’ : double-blind 6 months 65 + 8 years old levels, HOMA-IR, HbAlc study groups Moderate
o RCT 500 mg/day 56 subjects with T2DM Glucose and insulin levels, Slgr}lflcapt decrease in glucose and BODBO
Hoseini et al. (2019) [38] double-blind 4 weeks and CD HOMA-IR insulin levels (p = 0.01) and Moderate
62 + 9 years old HOMA-IR (p = 0.001)
RCT . . o .
Thazhath et al. PR 1g/day 14 subjects with T2DM Non-significant changes in glucose DDOO
(2016) [39] ds;g;lifig;d 5 weeks 68 + 2 years old Glucose levels and HbAle and HbAlc Low

Abbreviations: CD, coronary disease; CP, chronic periodontitis; HbAlc, glycated hemoglobin; HOMA-IR, insulin resistance; RCT, randomized clinical trial; RV, resveratrol; T2DM, type 2

diabetes mellitus.
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2.3. Meta-Analysis

Fifteen effect sizes on glucose concentrations, 12 effect sizes on HbAlc, 11 effect sizes
on insulin levels, and 11 effect sizes on HOMA-IR were included in the meta-analysis.
To evaluate the influence of the age of the participants and the dose of RV used on its
therapeutic effect, analyses stratified by dose of RV and age of the participants were
carried out (Table 2). In addition, a combined analysis by age and dose was performed,
owing to the heterogeneity found in the included studies. In the analysis by dose, the
included studies were categorized into four groups: (i) doses < 250 mg/day, (ii) doses
of 250-500 mg/day; (iii) doses > 500-1000 mg/day; and (iv) doses > 1000 mg/day. The
results suggest that glucose concentrations and HbAlc percentage decrease significantly if
doses of 250-500 mg/day are administered (—20.72 mg/dL, p < 0.0001; —0.42%, p < 0.001).
Meanwhile, insulin levels improve with RV doses < 250 mg/day (—1.22 mIU/L, p < 0.0001).
HOMA-IR remained unchanged. Additionally, dose-response regression analyses were
performed to assess the effect of the daily dose of RV on serum levels of glucose, insulin,
HbA1lc, and HOMA-IR (Appendix C), in which we observed a statistically significant
relationship between the dose of RV with HbAlc (R? = 0.22, p < 0.05).

Table 2. Analysis to evaluate the influence of age and dose on the effect of RV in T2DM.

Subgroup No. of Trials Effect Size 95% CI p-Value Heterogeneity (I?)  p-Value for I?
Glucose —14.13 (—20.90,—7.36) p < 0.0001
RV dosage (12 = 58%; p = 0.07)
<250 mg/day 4 -5.41 —12.74,1.93 0.15 42% 0.16
250-500 mg/day 5 -20.72 -30.62, —10.83 <0.0001 90% <0.00001
>500-1000 mg/day 5 —16.40 —34.05,1.25 0.07 91% <0.00001
>1000 mg/day 1 3.60 —24.87,32.07 0.80
Age (12 = 84%; p = 0.01)
45-59 years 12 —-17.73 —25.93, —9.54 <0.0001 95% <0.00001
>60 years —2.00 —-11.29,7.28 0.67 64% 0.06
HbA1l1c —0.27 (—0.44, —0.10) p = 0.002
RV dosage (12 = 78%; p = 0.003)
<250 mg/day 4 —0.04 -0.27,0.19 0.72 77% 0.005
250-500 mg/day 3 —0.58 —0.76, —0.39 <0.0001 98% 0.00001
>500-1000 mg/day 4 —0.26 -0.71,0.19 0.25 81% 0.001
>1000 mg/day 1 —0.90 —2.00, 0.20 0.11 — -—
Age (12 = 95%; p = 0.0001)
45-59 years 10 -0.37 —0.54, —0.20 <0.0001 96% 0.0001
>60 years 0.17 0.01,0.34 0.04 0% 0.62
Insulin —1.36 (—2.03, —0.68) p < 0.0001
RV dosage (12 = 0; %; p = 0.92)
<250 mg/day 4 —-1.22 -1.73, -0.71 <0.0001 0% 0.56
250-500 mg/day 3 —1.55 —3.08, —0.03 0.05 81% 0.00
>500-1000 mg/day 3 -1.99 -5.19,1.21 0.22 80% 0.006
>1000 mg/day 1 —0.40 —497,4.17 0.86 —— ——-
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Table 2. Cont.
Subgroup No. of Trials Effect Size 95% CI p-Value Heterogeneity (I>)  p-Value for I?
Age (IZ = 0%; p = 0.92)
45-59 years 9 —1.39 —2.21, -0.56 0.001 73% 0.0003
>60 years 2 —-1.32 —2.23,-0.41 0.005 69% <0.0001
HOMA-IR —0.77 (—1.60, 0.06) p = 0.07
RV dosage (I = 26%; p = 0.26)
<250 mg/day 3 —0.41 —1.10, 0.29 0.25 63% 0.07
250-500 mg/day 3 —1.08 —2.16, 0.01 0.05 92% 0.00001
>500-1000 mg/day 4 —1.06 —2.95,0.83 0.27 97% 0.00001
>1000 mg/day 1 0.31 —0.65,1.26 0.53
Age (12 = 0%; p = 0.41)
45-59 years —0.84 —1.83,0.15 0.10 96% 0.00001
>60 years 2 —0.40 —-0.70, —0.11 0.007 0% 0.89

Abbreviations: CI, confidence interval; HbAlc, glycated hemoglobin; HOMA-IR, insulin resistance (homeostatic
model); RV, resveratrol.

The analysis carried out according to the age of the participants reveals that glucose
concentrations, percentage of HbAlc, and insulin levels improve significantly in subjects
between 45 and 59 years (p < 0.01); insulin levels also improve significantly in individuals
60 years and over, while HOMA-IR decreases significantly in individuals aged 60 years
and over (p = 0.007), despite the fact that no changes are observed globally.

Finally, in the combined analysis by age and dose, we observed that, from doses lower
than 250 mg and up to 1000 mg of RV, glucose levels decrease in subjects between 45 and
59 years and the effect is more evident at doses of 500-1000 mg (<250 mg: —8.64 mg/dL,
p <0.0001, 250-500 mg: —22.24 mg/dL, p = 0.0003, 500-1000 mg: —28.40, p = 0.0008).
We also found that HbAlc decreased significantly using doses of 250-500 mg in indi-
viduals aged 45-59 years (—0.60%, p < 0.00001); and insulin levels decrease by adminis-
tering doses < 250 mg and between 250 and 500 mg of RV in subjects aged 45-59 years
(—=0.80 mIU/L, p = 0.0003; —5.0 mIU/L, p < 0.0003), while in people 60 years and over, it
decreases only with doses < 250 mg/day. Regarding HOMA-IR, even though the global
result does not show RV effects, in the combined analysis by age and dose, we observed
that insulin resistance decreases in subjects 60 years and over (—0.40, p = 0.01) using a
250-500 mg RV dose. Egger’s test did not show the presence of publication bias.

3. Discussion

T2DM is a health problem that requires immediate attention given its high prevalence
in the population, which highlights the need to design strategies that allow delaying the
appearance of micro and macrovascular complications that accompany it [40,41]. For this
reason, nutraceutical compounds with antioxidant and anti-inflammatory properties have
been used to attenuate OS and the inflammation that occurs in people with T2DM and
slow down the development of cardiovascular diseases [42—44]. Among the nutraceutical
compounds, RV stands out, a polyphenol that has been extensively studied to evaluate its
antioxidant and anti-inflammatory capacity, as well as hypoglycemic capacity [45]. In the
last decade, several clinical trials have been carried out to evaluate the therapeutic efficacy
of RV in glycemic control; however, the results are controversial [46,47].

In the present systematic review and meta-analysis, the effect of RV supplementation
on markers of glycemic control in subjects with T2DM was evaluated. We found that
glucose levels decrease considerably after oral administration of RV, in agreement with the
meta-analyses of Zhang et al. (2021) [48] and Liu et al. (2014) [49], as well as with the results
previously found by our research group [12]. Our results suggest that RV significantly
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improves the percentage of HbAlc, which coincides with Hausenblas et al. (2015) [50], who,
after performing a meta-analysis, found that RV exerts a beneficial effect on the percentage
of HbAlc in diabetic subjects. Similarly, we observed that the administration of RV has a
beneficial impact on insulin levels, although it does not modify insulin resistance—partially
similar results to those observed by Liu et al. (2014) [49], whose meta-analysis showed that
RV consumption significantly reduces glucose and insulin concentrations, in addition to
decreasing the HbAlc percentage and improving insulin resistance in diabetic subjects.

Despite the above, our conclusions are opposed to the results of the meta-analysis
carried out by Jeyaraman et al. (2020) [51]. They found that RV does not exert beneficial
effects on glucose, HbAlc, and insulin levels. These conflicting results are probably due
to the difference between the number of studies included by Jeyaraman et al. (2020) [51]
and our research team (3 vs. 15), a situation that results from the disparity in the employee
selection criteria, with ours being broader, as occurs in the meta-analyses carried out by
Hausenblas et al. (2015) [50] and Liu et al. (2014) [49].

To meet the proposed objectives, it was necessary for the analyses of the different
glycemic markers to be stratified by dose and age of the participants (Table 2), in addition
to performing a combined analysis by age and dose of RV, as shown in Figures 3—6.

Resveratrol Placebo Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight v, 95% CI IV, R 95% CI
3.4.1 <250mg(45-59)
Abdollahi, 2019 -7.97 136 35 -052 151 36 8.2% -7.45[-14.13,-0.77)
Bashmakov, 2014 -31.57 2119 14 -197 23 10 5.5% -11.87 [29.94, 6.20) T T
Imamura, 2017 5 307 25 54 477 25 4.6% -0.40 [-22.64, 21.84) 1
Mahjabeen, 2022 -7.38  1.04 55 1.26 029 55 8.9% -8.64 [-8.93,-8.35)
Subtotal (95% ClI) 129 126 27.2% -8.64 [-8.92, -8.35] |

Heterogeneity: Tau®= 0.00; Chi*= 0.77, df= 3 (P = 0.86); F= 0%
Test for overall effect: Z=59.40 (P < 0.00001)

3.4.2 <250mg(60)
Timmers, 2016 -559 179 16 -1063 186 16 6.8% 5.04 [-7.61,17.69) A -
Subtotal (95% Cl) 16 16 6.8% 5.04 [-7.61,17.69] sl

Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z=0.78 (P = 0.43)

3.4.3 250-500mg (45-59)

Bhatt, 2012 -1439 505 28 1307 6.34 29 8.8% -27.46(-30.43,-24.49) -

Bhatt, 2013 -1081 173 28 2036 119 29 80% -31.17[-38.90,-23.44] _—

Javid, 2016 -10.99 14 21 -414 152 22 78% -6.85 [-15.58,1.88) =
Subtotal (95% CI) 7 80 24.5% -22.24[-34.16,-10.31] ~l—

Heterogeneity: Tau®= 89.00; Chi*= 21.13, df= 2 (P < 0.0001); F=91%
Test for overall effect: Z= 3.66 (P = 0.0003)

3.4.4 250-500mg (60)

Hoseini, 2019 7 142 28 27 134 28 BA%  -9.70(16.93,-2.47 —
Subtotal (95% CI) 28 28 84%  -9.70[-16.93,-2.47] i

Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z= 2.63 (P = 0.009)

3.4.5>500-1000mg(45-59)
Khodabandehloo, 2018 -31.84 476 25 -285 31.78 20 44% -2889[5217,-561) 4———————————

Movahed, 2013 -3494 2953 33 989 1572 31 74% -44.83[56.32,-33.34] ¢

Sattarinezhad, 2019 -37 287 30 261 32 30 61% -29.80[-4518,-14.42)

Seyyedebrahimi, 2018 -2278 4302 23 -19 3112 23 47% -3.78(25.48,17.92 —e s
Subtotal (95% Cl) 11 104 22.3% -28.40[45.08,-11.73] o ——

Heterogeneity: Tau®= 206.15; Chi*=11.31, df= 3 (P = 0.01); F=73%
Test for overall effect: Z= 3.34 (P = 0.0008)

3.4.6 >500-1000mg(60)

Thazhath, 2016 -551 128 14 -7.01 128 14 76% 1.50 [-7.98,10.98] |
Subtotal (95% CI) 14 14 7.6% 1.50 [-7.98, 10.98] -

Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z=0.31 (P = 0.76)

3.4.7 >1000mg(45-59)

Goh, 2014 541 3063 5 -9.01 1081 5 35%  3.60[-24.87,3207)
Subtotal (95% Cl) 5 5  35%  3.60[-24.87, 32.07] | e ——
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z=0.25 (P = 0.80)
3.4.8 >1000mg(60)
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Not applicable
Total (95% CI) 380 373 100.0% -14.14[-20.94,-7.34] e
From . . T -~ CR= 3 + + +
Heterogeneity: Tau®= 134.94; Chi*= 243.71, df= 14 (P < 0.00001); F= 94% 50 35 L) 75 50

Test for overall effect: Z= 4.07 (P < 0.0001)

B ; Favours [Resveratrol] Favours [Placebo]
Testfor subaroun differences: Chi*= 20.07. df= 6 (P=0.003). F=70.1%

Figure 3. Effect of RV on glucose, stratified by age and dose.
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Resveratrol Placebo Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
4.4.1 <250mg (45-59)
Ahdollahi, 2019 0.04 025 35 -002 03 36 12.0% 0.06 [-0.07,0.19] ol
Imamura, 2017 -01 07 25 0 04 25 91% -0.10[-0420.22] e
Mahjabeen, 2022 -0.44 096 55 002 074 55 9.0% -0.46[0.78,-0.14) —
Subtotal (95% CI) 115 116 30.1% -0.14[-0.45,0.17] =
Heterogeneity: Tau®*= 0.06; Chi*=8.98, df=2 (P=0.01); F=78%
Test for overall effect. Z=0.90 (P =0.37)
4.4.2 <250mg (60)
Timmers, 2016 0.03 028 16 -017 0.28 16 11.1% 0.20[0.01, 0.39) —
Subtotal (95% CI) 16 16 11.1% 0.20 [0.01, 0.39] <
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z= 2.02 (P = 0.04)
4.4.3 250-500mg (45-59)
Bhatt, 2012 -0.33 0.04 28 017 041 29 127% -0.50[-0.54,-0.46) -
Bhatt, 2013 -0.1 0.02 28 06 0.04 29 127% -0.70[-0.72,-0.68) -
Sattarinezhad, 2019 -04 07 30 11 30 0 Not estimable
Subtotal (95% CI) 86 58 25.4% -0.60[-0.80,-0.40] -
Heterogeneity: Tau®= 0.02; Chi*= 84.85, df=1 (P < 0.00001); F=99%
Test for overall effect: Z= 6.01 (P < 0.00001)
4.4.4 250-500mg (60)
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Not applicahle
4.4.5>500-1000mg (45-59)
Khodahandehloo, 2018  -0.248 0.84 25 -0135 051 20 78% -0.11[-0.51,0.28) ——
Movahed, 2013 -1.2 1.56 33 001 0867 kil 54% -1.21[-1.79,-0.63)
Seyyedebrahimi, 2018 -0.25 069 23 -0.2 05 23 86% -0.05[-0.40,0.30] e
Subtotal (95% CI) 81 74 21.8% -0.42[-1.03,0.20] il
Heterogeneity: Tau®*= 0.24; Chi*=12.15, df= 2 (P = 0.002); F= 84%
Test for overall effect: Z=1.33 (P=0.18)
4.4.6 >500-1000mg (60)
Thazhath, 2016 -0.02 0.39 14 -013 0.41 14 9.4% 0.11[-0.19,0.41) o
Subtotal (95% CI) 14 14 9.4% 0.11 [-0.19, 0.41] i
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z=0.73 (P = 0.47)
4.4.7 >1000mg (45-59)
Goh, 2014 -08 06 5 01 11 5 22% -080[-2.00,60.20)
Subtotal (95% Cl) 5 5 22% -0.90[-2.00,0.20] o ——
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect. Z=1.61 (P=0.11)
4.4.8>1000mg (60)
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Not applicable
Total (95% ClI) 317 283 100.0% -0.26 [-0.44, -0.08] <&
Heterogeneity: Tau®= 0.06; Chi*= 343.70, df= 10 (P < 0.00001); F= 97% :2 =1 ) t

Test for overall effect: Z= 2.88 (P = 0.004)
Test for subaroup differences: Chi*= 38.27. df=5 (P < 0.00001). F= 86.9%

Favours [Resveratrol] Favours [Placebo]

Figure 4. Effect of RV on HbAlc, stratified by age and dose.
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Resveratrol Placebo Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
1.4.1 <250mg(45-59)
Ahdollahi, 2019 -0.97 1.91 35 -0.04 249 36 135% -0.93[-1.96,0.10] —
Bashmakoy, 2014 129 386 14 089 38 10 4.0% 0.40[-2.62,3.42] E—
Javid, 2016 -0.9 036 21 -0.31 033 22 193% -059[-0.80,-0.38] -
Mahjabeen, 2022 -1.07 1.93 55 0.22 1.56 55 16.6% -1.29[-1.95,-0.63] —
Subtotal (95% CI) 125 123 53.5% -0.80[-1.24,-0.37] 3
Heterogeneity: Tau®*= 0.07, Chi*=4.72, df=3 (P=0.19);, F= 36%
Test for overall effect: Z= 3.63 (P = 0.0003)
1.4.2 <250mg (60)
Timmers, 2016 131 23 16 048 1.8 16 105% -1.79[-3.22,-0.36) —
Subtotal (95% CI) 16 16 10.5% -1.79[-3.22,-0.36] .
Heterogeneity: Not applicahle
Test for overall effect: Z= 2.45 (P = 0.01)
1.4.3 250-500mg (45-59)
Sattarinezhad, 2019 -3 68 30 2 35 30 47% -500[7.74,-228) —
Subtotal (95% CI) 30 30 47% -5.00[-7.74,-2.26] ———eo——
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z= 3.58 (P = 0.0003)
1.4.4 250-500mg (60)
Hoseini, 2019 1.4 17 28 -04 27 28 123% -1.00[-2.18,0.18] ———r
Subtotal (95% CI) 28 28 123% -1.00[-2.18,0.18] <
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z=1.66 (P=0.10)
1.4.5 >500-1000mg (45-59)
Khodabandehloo, 2018 -3.19 6.16 25 -1.84 6.01 20 30% -1.35[4.922272
Movahed, 2013 -4.82 483 33 -0.27 315 31 7.3% -4.55[-6.54,-2.56] e —
Seyyedehrahimi, 2018 -1.23 337 23 -1.34 389 23 6.8% 0.11 [-1.99, 2.21] —
Subtotal (95% CI) 81 74 171% -1.99[-5.19,1.21] e
Heterogeneity: Tau®= 6.30; Chi*=10.23, df= 2 (P = 0.006); F= 80%
Test for overall effect Z=1.22 (P=0.22)
1.4.6 >500-1000mg (60)
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Not applicahle
1.4.7 >1000mg (45-59)
Goh, 2014 06 51 5 1 11 5 20% -040[-4.97 417
Subtotal (95% CI) 5 5  20% -0.40[4.97,4.17] e —
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Z=0.17 (P = 0.86)
1.4.8 >1000mg (60)
Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity: Not applicable
Test for overall effect: Not applicahle
Total (95% ClI) 285 276 100.0% -1.36[-2.03,-0.68] >
Heterogeneity: Tau*= 0.61; Chi*= 31.86, df= 10 (P = 0.0004); F= 69% ?4 :2 ) é

Test for overall effect: Z= 3.93 (P < 0.0001)

Test for subaroun differences: Chi*=10.61. df=5 (P = 0.06), F=52.9%

Favours [Resveratrol] Favours [Placebo]

Figure 5. Effect of RV on insulin, stratified by age and dose.
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Resveratrol Placebo Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
2.4.1 <250mg (45-59)
Bashmakoy, 2014 -0.26 0.71 14 -045 1.04 10 9.4% 0.19 [-0.55, 0.93] S
Mahjabeen, 2022 -061 11 55 018 0.81 55 10.0% -0.79[1.15,-043] -
Timmers, 2016 -065 1.2 16 -016 23 16 8.2% -0.49[1.76,0.78] |
Subtotal (95% CI) 85 81 27.6% -0.41[-1.10,0.29] i

Heterogeneity: Tau®= 0.23; Chi*=5.42, df=2 (P=0.07); F=63%
Test for overall effect: Z=1.15 (P = 0.25)

2.4.2 <250mg(60)

Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity. Not applicable

Test for overall effect: Not applicable

2.4.3 250-500mg (45-59)

Javid, 2016 -0.56 0.88 21 -0.15 095 22 97%  -0.41[-096,0.14) —T
Sattarinezhad, 2019 117 30 16 15 30 93% -260[3.41,-1.79] —_—

Subtotal (95% CI) 51 52 19.0% -1.48[-3.63, 0.66] e
Heterogeneity: Tau®*= 2.27; Chi*=19.24, df=1 (P < 0.0001); F= 95%

Test for overall effect: Z=1.36 (P=0.18)

2.4.4 250-500mg (60)

Hoseini, 2019 -06 049 28 -0.2 066 28 10.0% -0.40[-0.70,-0.10] -
Subtotal (95% CI) 28 28 10.0% -0.40[-0.70,-0.10] @
Heterogeneity: Not applicable

Test for overall effect: Z= 2.57 (P = 0.01)

2.4.5>500-1000mg (45-59)

Abdollahi, 2019 -0.37 08 35 -011 1.2 36 99% -0.26[-0.73,0.21] =
Khodahandehloo, 2018 -1.64 35 25 -037 28 20 6.8% -1.27[3.11,057] I —
Movahed, 2013 -2.7 052 33 023 053 31 101% -293[3.19,-267] -
Seyyedehrahimi, 2018 -1.18 2 23 -1.58 3.08 23 76% 0.40[-1.10,1.90] — T
Subtotal (95% CI) 116 110 34.4% -1.06[-2.95,0.83] e

Heterogeneity: Tau®= 3.38; Chi*=107.80, df= 3 (P < 0.00001);, F=97%
Test for overall effect. Z=1.10 (P = 0.27)

2.4.6 >500-1000mg (60)

Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity. Not applicable

Test for overall effect: Not applicable

2.4.7 >1000mg (45-59)

Goh, 2014 0.456 0.67 5 015 086 5 9.0% 0 0
Subtotal (95% CI) 5 5 9.0% 0.31 [-0.65, 1.26]
Heterogeneity: Not applicable

Test for overall effect: Z= 0.63 (P =0.53)

J

2.4.8>1000mg (60)

Subtotal (95% CI) 0 0 Not estimable
Heterogeneity. Not applicable

Test for overall effect: Not applicable

Total (95% CI) 285 276 100.0% -0.77 [-1.60, 0.06] i
Heterogeneity: Tau®=1.77; Chi*= 266.52, df= 10 (P < 0.00001); F= 96%
Test for overall effect. Z=1.82 (P =0.07)

Test for subaroup differences: Chi*= 3.51. df= 4 (P=0.48), F=0%

S I N
Favours [Resveratrol] Favours [Placebo]

Figure 6. Effect of RV on HOMA-IR, stratified by age and dose.

3.1. Effect of RV on Glycemic Control by Dose

The analysis by dose, presented in Table 2, shows a significantly beneficial effect of
RV consumption on glucose concentrations, insulin levels, and the percentage of HbAlc at
doses of 250-500 mg/day; insulin also improves at doses < 250 mg/day. In this sense, it has
been documented that the efficacy of RV can be modified, as the molecular target changes
depending on the dose [51]. In addition to this, it is considered that RV exhibits the effect
of hormesis, that is, its therapeutic effects are presented as a dose-response relationship.
This implies that low doses of RV stimulate a response, while high doses inhibit it [52]. In
this regard, it has been shown that the histone deacetylase called sirtuin 1 (SIRT1), one of
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the main molecular targets of the RV, modulates several signaling pathways that regulate
metabolic activities. One of them is the activation of AMP-dependent kinase (AMPK), which
is directly involved in energy metabolism because it stimulates mitochondrial biogenesis
and function, thus inducing glucose uptake and subsequent use [53]. Some studies have
shown that moderate doses of RV activate SIRT1 and AMPK, while high doses activate
AMPK independently of SIRT1 without affecting mitochondrial function, which translates
into less glucose uptake by cells and thus an increase in blood [54,55].

The hormetic effect of RV is due to the fact that the agonist molecules activate two or
more subtypes of receptors with different binding affinity, and then the receptor-agonist
union would give rise to different responses with different magnitude, in such a way
that some receptor subtypes would induce certain pathways, while others would inhibit
them. It has also been proposed that agonists can bind to a single type of receptor, but at
different sites, triggering very different responses [56,57]. For this reason, the dose of RV
can cause different responses depending on the availability of the agonist, so if there is a
low concentration of RV, it could bind to a single receptor, but if there is a high amount of
the compound, the binding could occur in two or more subtypes, giving rise to different
responses [57,58]. In addition, it is necessary to consider the time factor, as it can be of
vital importance in the hormetic response, because, depending on the time of exposure
to a substance, an immediate response or a delayed response that arises as a result of
an adaptive process can be generated. However, studying the phenomenon of hormesis
considering the dose-response-time relationship is complicated, as it would be necessary
to use a wide variety of RV doses and monitor them at different times, which, in addition
to being complicated, would be very expensive [56-58].

Regarding hypoglycemic effects, we have mentioned that RV activates AMPK through
the activation of SIRT1, increasing glucose uptake. In addition, SIRT1 is capable of deacety-
lating and inactivating the Forkhead box-O1 protein (FOXOL1), thereby inhibiting pancreatic
[3-cell apoptosis and triggering an increase in insulin production, the final result of which
is an increase in glucose uptake [55,59]. RV also increases the synthesis and expression
of insulin-dependent glucose transporter (GLUT4), increasing glucose internalization by
cells [59]. Another molecular target of RV is the receptor for advanced glycation end
products (RAGE), which is capable of phosphorylating the serine/threonine fragment of
the insulin receptor (IR), altering its protein structure and inhibiting its binding to insulin.
The expression of RAGE is decreased by the effect of RV [59]. The conjunction of these
mechanisms induced by RV produces several results: it (i) increases the synthesis of insulin;
(ii) increases the internalization, use, and storage of glucose; (iii) improves sensitivity to
insulin; and (iv) restores insulin binding to IR, managing to reduce glycemia and gradually
reduce HbAlc levels. Considering the above, our findings are partially similar to those
observed by Zhu et al. (2017) [60], who found that doses < 100 mg/day do not modify glu-
cose concentrations, while higher doses, even 1000 mg/day, significantly decrease glucose
concentrations in individuals with T2DM.

On the other hand, RV administered at relatively low doses has also been shown to
improve insulin sensitivity, in addition to decreasing insulin secretion when administered
over the long term [61]. Similar effects have been observed after short-term, high-dose RV
administration [62]. The present meta-analysis denoted that insulin levels decrease after
the administration of doses between 250 and 500 mg/day of RV, but also do so at low doses
of RV (<250 mg/day), which coincides with what was previously mentioned.

Regarding HOMA-IR, we did not observe significant changes related to the dose
used, which is consistent with the findings of Zhu et al. (2017) [60] and Jeyaraman et al.
(2020) [63].

3.2. Effect of RV on Glycemic Control by Age

In the analysis by age (Table 2), it was observed that glucose concentrations, HbAlc
percentage, and insulin levels improve significantly in subjects aged 45-59 years, while
HOMA-IR shows significant changes in subjects aged 60 years and over. Such results
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are partially similar to what was observed by Crandall et al. (2012) [62], whose meta-
analysis found that oral administration of RV significantly improves insulin sensitivity and
decreases glucose levels in older adults. In this context, among the studies included in
this review that were carried out in adults over 60 years old, only the one carried out by
Hoseini et al. (2019) [38] found a statistically significant decrease in serum glucose after RV
administration. Meanwhile, of the studies carried out on people between 45 and 59 years
of age, the studies by Brasnyo et al. (2011) [23], Goh et al. (2014) [34], Imamura et al.
(2017) [25], and Seyyedebrahimi et al. (2018) [31] did not report significant changes in the
glycemic parameters evaluated; however, it is necessary to mention that Brasnyo et al.
(2011) [23] and Imamura et al. (2017) [25] used very low doses of RV, while Goh et al.
(2014) [34] used a very high dose and, in all three studies, the duration was relatively short
(<3 months), which explains the positive effect of low doses for long periods, in contrast to
the effect of doses higher than 2.5 g, which no longer exhibit beneficial effects, and may
even be harmful [61]. Regarding the study by Seyyedebrahimi et al. (2018) [31], despite
using a dose of 800 mg/day, the duration of the intervention is short (8 weeks) and the
sample size is relatively small, so these two factors are considered to be largely responsible
for the lack of RV effect.

As the analysis by age does not provide sufficient evidence to propose an effective
dose, a combined analysis by age and dose was performed, as described below.

3.3. Effect of RV on Glycemic Control by Age and Dose

This combined analysis by age and dose showed that serum glucose levels improve
in subjects aged 45-59 years using a maximum dose of 1000 mg/day, as higher doses do
not exhibit any effect on glucose (Figure 3). This agrees with the results of Zhang et al.
(2021) [48], Liu et al. (2014) [49], Zhu et al. (2017) [60], and Guo et al. (2018) [64], who, in
their respective meta-analyses, observed a significant decrease in blood glucose concen-
trations. Furthermore, these studies were mostly conducted in people under 60 years old.
Meanwhile, in subjects aged 60 years and over, beneficial effects of RV on blood glucose
were observed at doses of 250-500 mg/day, although only one study was included in
this subgroup. In addition, it was not possible to estimate the effect at doses greater than
1000 mg/day in this age group because of the scarcity of studies carried out. Our results
are similar to what was observed by Jeyaraman et al. (2020) [63], whose meta-analysis
shows no beneficial effects of RV on blood glucose in subjects 60 years and over.

Regarding the percentage of HbAlc (Figure 4), we observed a statistically significant
decrease in subjects aged 45-59 years who were administered doses between 250 and
500 mg/day, but no beneficial effects found using other doses, which coincides with the
results of the meta-analyses by Husenblas et al. (2015) [50], Zhu et al. (2017) [60], and
Guo et al. (2018) [64], where an improvement in HbAlc is observed. However, in subjects
aged 60 years and over, no beneficial effects of RV administration on HbAlc were observed,
results that coincide with those found in the meta-analysis by Jeyaraman et al. (2020) [63].

Regarding insulin levels, beneficial effects of RV were observed using doses of
250-500 mg/day in subjects aged 45-59 years, as occurred with the percentage of HbAlc,
and there were also significant changes at doses < 250 mg/day. These results coincide
with what was observed in the meta-analyses carried out by Zhang et al. (2021) [48] and
Zhu et al. (2017) [60], whose results show a considerable improvement in insulin levels
after oral administration of resveratrol. We found significant changes in insulin levels in
subjects 60 years and over at doses < 250 mg/day, although only one study was included
in this dose subgroup. Our results are partially consistent with what was observed by
Hausenblas et al. (2015) [50].

Finally, the analysis to observe the effects of RV on insulin resistance (HOMA-IR)
showed that this marker improves considerably in individuals aged 60 and over who
received doses of RV ranging from 250 to 500 mg/day. These results agree with those of
Zhang et al. (2021) [48], Liu et al. (2014) [49], and Zhu et al. (2017) [60].
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As can be seen in the results, favorable effects of oral administration of RV are observed
in individuals aged 60 years and over on insulin levels and HOMA-IR, although these
effects are very small compared with those observed in younger individuals. Therefore,
they lack clinical relevance. In this context, it is known that one of the main molecular
targets of RV is SIRT1, a protein that plays a key role in glucose metabolism, and whose
activity decreases as the aging process progresses, which is why the response of organisms
aged before RV may be diminished [65,66], which would explain the lack of effect in adults
older than 60 years. Because of this, the use of higher doses of RV has been proposed,
because, together with its low bioavailability, we find a diminished response on the part of
older adults, who largely present absorption problems at the intestinal level, as well as a
lower ability to metabolize RV, which suggests the need to use higher doses than those that
are effective in younger individuals [67]. In this sense, during aging, organisms undergo a
series of changes at the molecular and cellular level, which lead to a decrease in the ability
to maintain homeostasis, which is reflected through a decrease in physiological functions,
including the metabolism of substances such as RV [10]. Among the molecular and cellular
changes that could affect the response of aging organisms to RV, we find cellular senescence,
mitochondrial dysfunction, alterations in proteostasis, as well as oxidative stress (OS) and
inflammation [68].

Cellular senescence is a state of suppressed proliferation, in which metabolic functions
and cell viability are maintained [69]. This is because of the fact that telomeres wear
out and shorten their length in each cell cycle, so that, after a certain number of cell
divisions, a response mechanism is activated in the face of possible DNA damage, the
main consequence of which is the arrest of the cycle cell to limit the spread of damage [70].
Senescence may also be due to damage caused by stressors such as OS that occurs in aging
subjects [71]. Regardless of the cause, cells lose their proliferative capacity and exhibit some
metabolic and morphological changes, which give them the ability to alter the tissues of
which they are a part and decrease or modify their functionality. Such is the case of the
tissues involved in the absorption of substances such as RV, which would explain, in part,
the lower uptake of the compound in subjects aged 60 years and over and, therefore, the
decreased response to it [72]. Regarding mitochondrial dysfunction, it is well known that
the mitochondpria are responsible for energy production of cells, a function that is altered
during aging [73]. This occurs as a result of the excessive production of reactive oxygen
species (ROS), which damage mitochondrial components and reduce their ability to supply
energy [74]. Although defective mitochondria are eliminated through a process known
as mitophagy, aged cells have a large number of damaged mitochondria because of the
inefficiency of mitophagy, the result of which is the release of mitochondrial DNA into
the cytoplasm and the subsequent activation of senescence cellular [75], which derives in
alterations in the functionality of the tissues.

In this sense, it is known that RV, through the activation of SIRT1, is able to restore
mitophagy and induce mitochondrial biogenesis, thereby increasing glucose uptake and
energy production; however, it is possible that the administered dose of RV is not sufficient
to induce mitochondrial biogenesis, as the compound would be mainly responsible for
counteracting the damage caused by ROS, which, together with the cellular senescence
that takes place in individuals of 60 years and over, would require a higher dose [76,77].
Regarding the alterations of proteostasis, it has been documented that, because proteins
modulate various metabolic pathways, as well as the alterations they suffer such as mis-
folding, oxidation, and aggregation, and the reduced capacity of cells to eliminate damaged
proteins, they are essential to understand the deterioration in the functionality of various
tissues and organs, an event that takes place in aged individuals [78]. The aging of organ-
isms is characterized by the presence of a considerable number of damaged or oxidized
proteins, which are produced as a consequence of alterations in protein homeostasis, also
called proteostasis, which can be defined as the balance of structural and biochemically
functional proteins [79]. The accumulation and aggregation of damaged proteins increases
in parallel with age, which directs human cells towards a senescence process, with the
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respective alteration of the functionality of the tissues [80]. In addition, protein misfolding
can alter various metabolic pathways, including those induced by SIRT1 and that play a
crucial role in glucose uptake, partially explaining the lack of effect of RV in subjects aged
60 years and over, as observed in this meta-analysis.

As has been pointed out, during aging, there is an excessive production of ROS,
coupled with a decrease in the activity of enzymes and antioxidant mechanisms of aged
organisms, triggering OS [81]. This condition causes damage to different macromolecules
such as lipids, proteins, and DNA, as well as mitochondrial dysfunction [82]. In addition,
ROS are able to induce the synthesis of proinflammatory cytokines through the activation
of the nuclear transcription factor kB (NF-kB), which gradually results in the development
of low-grade chronic inflammation, called inflammaging, whose presence favors damage at
the molecular, organ, and systemic levels [83]. It has been documented that there is a close
interconnection between OS and inflammation, as the existence of one of them induces the
other, establishing a vicious circle that leads to cell damage, and this in turn causes the cell
to enter into a state of senescence to avoid the proliferation of the damage caused [84]. As a
result, the functionality of the cells is altered, as well as that of the tissues of which they
are a part, which is why it is probable that they do not take up RV in sufficient quantity to
induce a favorable response.

It is important to highlight the hormetic effect of RV, as the dual response of a cell to
different doses of a compound can be interpreted as an adaptive mechanism of the same cell
to compensate for any imbalance in homeostasis, as occurs in aging, thus understanding
the mechanisms involved in hormesis would help to precisely define the appropriate doses
and target molecules that allow the design of effective strategies to assist in the treatment
of diseases associated with old age, such as T2DM and its complications [14].

Among the most relevant limitations of this study, we can point out that five of the
included studies have a high risk of bias, which could affect the interpretation of the results.
In addition, in the evaluation of certainty (GRADE), we observed that 10 studies provided
a low or very low certainty of evidence, which directly impacts the results obtained, so it is
necessary to interpret them carefully. Finally, the small number of studies carried out in
people aged 60 years and over did not allow analysis with doses higher than 1000 mg/day
and, in some cases, such as HOMA-IR and insulin, it was not possible to analyze the effect
of RV with doses between 500 and 1000 mg/day, given the scarcity of studies in subjects
belonging to this age group. In this way, the evidence provided by our meta-analysis is not
sufficient to propose a possible effective dose of RV based on age, although it allows us a
glimpse that, in subjects over 60 years of age, the dose used plays a crucial role in the effect
of the compound.

4. Materials and Methods

This systematic review and meta-analysis was carried out following the guidelines
for the presentation of systematic reviews and meta-analyses (PRISMA 2020) [85]. The
protocol was previously registered in PROSPERO (CRD42021227865).

4.1. Search Strategy

Two authors (G.-M. B.I. and P--C. J.) searched the following databases: PubMed-
Medline, Scopus, Cochrane library, Web of Science, Wiley online library, ScienceDirect,
SciELO, and LILACS; the search was carried out until 31 January 2022, and was performed
again prior to the final analysis of the results. The search strategy for the Cochrane Library,
Web of Science, and Scopus was as follows: “Resveratrol AND (glycemic control OR fasting
blood glucose OR insulin resistance OR insulin levels, OR glycated hemoglobin OR diabetes
mellitus OR diabetics)”. For the search in PubMed, the same strategy was used and the filter
“clinical trials” was additionally activated. In ScienceDirect, the same strategy was used
again, but the filter “research articles” was activated, and it was indicated that the titles
always included the term “resveratrol”. The Wiley online library search was performed
using the aforementioned strategy and the “journals” filter was additionally activated.
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For the search in SciELO and LILACS, only the term “resveratrol” was used. Addition-
ally, a search of UNAM theses, ProQuest Dissertation and Theses, ClinicalTrials.gov, and
who.int/clinical-trials-registry-platform was performed to identify unpublished studies,
but potentially included in the systematic review and meta-analysis. For the UNAM theses,
the keyword “Resveratrol” was used; in ProQuest Dissertations and Theses, “Resveratrol
AND type 2 diabetes mellitus” was used, specifying that the following keywords be in-
cluded in the title: diabetes, metabolism, insulin resistance, type 2 diabetes, resveratrol,
insulin, glucose, or diabetes mellitus. In ClinicalTrials.gov, “Diabetes” was placed in condi-
tion or disease and “Resveratrol” in other terms, while for the search in who.int/clinical-
trials-registry-platform, the terms “Resveratrol AND diabetes” were used. Subsequently,
two reviewers (S-O. E. and R-R. M.), independently evaluated the identified titles and
abstracts, and discrepancies were resolved by a third reviewer (M-N. V.M.). After selecting
the titles and abstracts that met the established criteria, the full texts of the chosen articles
were retrieved and carefully reviewed to make a final selection of the studies included in
the review.

4.2. Selection of Studies

To select the publications of the systematic review and meta-analysis, the following
criteria were used:

4.2.1. Selection Criteria

- Randomized clinical trials (RCTs) blind, double blind, open, or crossover

- Oral administration of RV as a coadyuvant in T2DM treatment

- Studies with placebo group as comparator

- Published in English and/or Spanish

- Evaluate at least one of the following glycemic markers: serum glucose and insulin
levels, HbAlc, and insulin resistance (HOMA-IR)

- Intervention lasting at least 2 weeks

- Carried out in individuals over 20 years of age with T2DM

4.2.2. Exclusion Criteria

- Use of RV in combination with other compounds
- Use of compounds derived from resveratrol

- Investigations without a comparator

- Conference summaries

4.3. Assessment of the Risk of Bias and Certainty of the Included Studies

After reviewing the full texts, those that did not meet the established criteria were
eliminated. Likewise, the risk of bias was assessed using the risk of bias assessment
tool Robins-2 beta version of the Cochrane collaboration [86]. The following items were
considered: randomization process, deviations from the intended interventions, missing
outcome data, measurement of the outcome, and selection of the reported result. The
certainty of the evidence was evaluated using the GRADE approach, which considers the
existence of risk of bias, inconsistency in results, uncertainty about whether the evidence
is direct, imprecision, and publication bias as factors that decrease the certainty of the
evidence, while factors such as a strong association, the presence of a dose-response
gradient, and evidence that confounding factors could have reduced the observed effect
tend to increase the degree of certainty. For the evaluation, we used the GRADEproGDT
tool available at https:/ /gradepro.org/ (accessed on 5 August 2022).

4.4. Data Extraction

Once the publications of the systematic review and meta-analysis were selected, two
reviewers (G-M. B.I. and P-C. ].) extracted the following data: last name of the first author,
year of publication, study design, VR dose, duration of the intervention, sample size, age
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of the participants, glycemic parameters evaluated, and findings. For the meta-analysis,
the mean (X) and standard deviation (SD) of the pre- and post-intervention measurements
of glucose, HbAlc, insulin, and HOMA-IR were extracted. The mean difference and SD
were calculated using the following statistical formulas:

Difference in means = meanpost-treatment — meanpre-treatment;

For the calculation of the corresponding SD, the following formula was used:

SDdifference = \/ [(SDpreteatment? + SDposttreatment?) — (2 x R x SDpretreatment x SDposttreatment)]

where R = 0.8.

The X, SD, mean differences, and their respective SD were calculated for the studies
that did not report them, using suitable statistical methods [87,88]. The X was calculated
using the minimum and maximum values, the median, and the sample size (n), using the
following formula:

X = (minimum value + 2n + maximum value)/4

The SD was calculated with the following formula:
SD = /1/12[X? + (maximum value — minimum value)?]

In some cases, the SD was calculated from the standard error (SE) with the
following formula:
SD =ES x /n.

Unit conversions were also performed to standardize the results reported in the studies.
The glucose value in mmol/L was multiplied by 18 to convert to mg/dL. The conversion
of insulin units from pmol/L to mIU/L was carried out by dividing pmol/L + 6.945. The
formula %HbAlc = (mmol/mol/10.929) + 2.15 was applied to convert HbAlc units to a
percentage. To calculate the HOMA-IR index, the following formula was used:

HOMA-IR = [insulin (mIU/L) x glucose (mg/dL)]/405.

4.5. Statistic Analysis

For the meta-analyses, we used the inverse variance method to estimate the global
effect of RV on each of the glycemic parameters (serum glucose, insulin, HbAlc, and
HOMA-IR levels). This method gives greater weight to larger studies with smaller stan-
dard errors, while small studies with larger standard errors contribute less weight to
the meta-analysis, thus minimizing imprecision in the estimatation of the overall effect.
We also used the random effects model (Dersimonian and Laird method) to estimate
the overall effect of RV supplementation on glycemic control, as this model accounts for
intra- and inter-study heterogeneity. The heterogeneity of the included studies was as-
sessed using the I? statistic, which describes the percentage of variability present in the
estimates of effect; we consider an I? value < 40% as not considerable. To address het-
erogeneity, in addition to evaluating the influence of age and dose on the effects of RV
on glycemic control, analyses were performed by dose (<250 mg/day, 250-500 mg/day,
>500-1000 mg/day, and >1000 mg/day); by age (45-59 years and >60 years); and by dose
and age (<250 mg/day, 45-59 years old; <250 mg/day, >60 years old; 250-500 mg/day,
45-59 years old; 250-500 mg/day, >60 yearsold; >500-1000 mg/day, 45-59 years;
>500-1000 mg/day, >60 years; >1000 mg/day, 45-59 years; and >1000 mg/day, >60 years).
In addition, sensitivity analyses were performed to assess the weight that each of the in-
cluded studies contributed to the overall estimate. For this, all meta-analyses were carried
out eliminating one study at a time. Egger’s test was performed to assess publication
bias, which estimates the regression line between the precision of the studies and the
standardized effect. For all analyses, p < 0.05 was considered statistically significant. The
meta-analysis was performed with Review Manager version 5.4 software.
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5. Conclusions

Our findings suggest that RV has a statistically significant dose-response effect on
glucose concentrations, HbAlc percentage, and insulin levels in subjects with T2DM aged
45-59 years; however, HOMA-IR is not modified by the effect of oral administration of
RV, except in subjects aged 60 years and over. In addition to this, there is not enough
scientific evidence to propose a therapeutic dose, as individuals aged 60 years and over
require higher doses than younger subjects to present the beneficial effects of RV; however,
the small number of studies carried out in adults aged 60 years and over did not allow
an adequate analysis of the influence of age on the effects of the polyphenolic compound
in question. For this reason, is necessary to carry out more research in aged populations,
as well as to elucidate the mechanisms through which the dose used and the age of the
participants modify such effects.
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Appendix A. Studies Retrieved from Databases that Were Excluded from the
Systematic Review and Meta-Analysis

Table A1l. Studies excluded from the systematic review.

Study Reason for Exclusion

Abdollahi, et al. BM]. 2019;9:€026337.
Doi:10.1136/
bmjopen-2018-026337

It is a protocol

Arcanjo, et al. Biochim Biophys Acta Gen.

2018;1862:1938-1947. Doi:
10.1016/j.bbagen.2018.06.007

They do not evaluate glycemic parameters

Bo, et al. Acta Diabetol. 2018;55:331-3402018.

Doi:10.1007 /s00592-017-1097-4

They report only pre-treatment means of
glycemic parameters

Bo, et al. Nutr Diabetes. 2018;8:51.
Doi: 10.1038/s41387-018-0059-4

They do not evaluate glycemic parameters

Bo, et al. Acta Diabetol. 2017;54:499-507.
Doi: 10.1007 /s00592-017-0977-y

They do not report only pre- and
post-treatment means of glycemic parameters

De Ligt, et al. Mol Metab. 2018;12: 39¢e47.
Doi: 10.1016/j.molmet.2018.04.004

They do not evaluate glycemic parameters

Froghi, et al. IJEM. 2018;20:169-176.

Language other than English or Spanish
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Table Al. Cont.

Study

Reason for Exclusion

Javid, et al. Diabetes Metab Syndr.
2019;13:2769-2774. Doi:
10.1016/j.dsx.2019.07.042

They do not evaluate glycemic parameters

Pollack, et al. ] Gerontol A Biol Sci Med Sci.

2017;72(12):1703-1709. Doi:
10.1093/ gerona/ glx041

They report only pre-treatment means of
glycemic parameters

Saldanha, et al. ] Ren Nutr. 2016.
Doi: 10.1053/j.jrn.2016.06.005

They do not evaluate glycemic parameters

Tabatabaie, et al. Phytoter Res.
2020;34:2023-2031.Doi: 10.1002/ptr.6655

They report only pre-treatment means of
glycemic parameters

Tomé-Carneiro et al. Pharmacol Res. 2013.
Doi: 10.1016/j.phrs.2013.03.011

They use a grape extract

Toupchian, et al. Phytoter Res. 2021;35:
3205-3213. Doi: 10.1002/ ptr.7031

They do not evaluate glycemic parameters

Wong, et al. Nutr Metabol Cardiovasc Dis.
2016. Doi: 10.1016/j.numecd.2016.03.003

They use a single dose of RV

Wong, et al. Nutrients. 2016, 8, 425.
Do0i:10.3390 /nu8070425

They use a single dose of RV

Zhang, et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol.

2017;37:A164. Doi:
10.1161/atvb.37.suppl_1.164

Only abstract available

Appendix B. Documents Retrieved from Other Sources that Were Excluded from the

Systematic Review and Meta-Analysis

Table A2. Records of clinical trials excluded from the systematic review.

Reason for Exclusion

Document Excluded

NCT04449198, NCT03762096, NCT03436992, NCT01997762,

They do not meet the
selection criteria (n = 19)

NCT03436992, IRCT201710108129N11, CTRI/2017/04/008384,
NCT04449198, NCT00823381, NCT01593605, NCT02565979,
NCT02129595, NCT02247596, NCT02834078, NCT01451918,

NCT01714102, NCT03597568, NCT01150955, NCT03866005

They do not assess glycemic

IRCT20171118037528N1, NCT01158417, NCT03762096,

parameters (n = 8)

NCT01354977, NCT02502253, NCT02216552,
NCT01302639, NCT02244879

Unpublished data (n =7)

SLCTR/2018/019, IRCT201601022394N19, NCT01038089,
NCT05172947IRCT201411112394N14,
NCT02502253, NCT02549924,

Published data included in
review (n = 11)

IRCT2016100716876N2, NCT02704494 (Sattarinezhad, 2019) [35],
IRCT2015080223336N2 (Khodabandehloo, 2018) [30],
IRCT2015072523336N1 (Seyyedebrahimi, 2018) [31],

IRCT2015012420765N1 (Javid, 2016) [29], ACTRN12613000717752

(Thazhath, 2016) [39], IRCT201111198129N1 (Movahed, 2013) [33],

CTRI/2011/05/001731 (Bhatt, 2012; Bhatt, 2013) [27,28],
ACTRN12610000565044 (Basmakov, 2014) [24], NCT01677611

(Goh, 2014) [34], NCT01638780 (Timmers, 2016) [36].

Published data excluded
from review (n = 3)

ACTRN12614000891628 (Wong, 2016), NCT01881347 (Zhang,
2017), NCT02244879 (Bo, 2018)
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Table A2. Cont.

Reason for Exclusion Document Excluded

Language other than English
or Spanish (n = 1)

Ongoing (n =2) CTRI/2022/05/042806, ISRCTN15172592

IRCT20191203045588N1

Appendix C. Dose-Response Regression Analysis to Assess the Effect of RV on
Glycemic Parameters

y = 0.0002x - 13.117

Dose-response of RV on glucose R2 = 0.0001

5 @
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Dose of RV (mg/day)

Figure A1. Dose-response regression analysis to assess the effect of RV on serum glucose levels.
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Figure A2. Dose-response regression analysis to assess the effect of RV on HbAlc.
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y =0.0003x - 1.6905

Dose-response of RV on insulin R2 = 0.0205

2
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Figure A3. Dose-response regression analysis to assess the effect of RV on serum insulin levels.
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Figure A4. Dose-response regression analysis to assess the effect of RV on HOMA-IR.
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