840

ARTICULO ORIGINAL
Med Int Méx. 2018 noviembre-diciembre;34(6):840-847.

c
=]

El aguacate inhibe el estrés oxidativo y la disfuncion

endotelial inducida por el consumo de una

hamburguesa en pacientes con sindrome metabolico

Avocado inhibits oxidative stress and endothelial
dysfunction induced by the intake of a hamburger in

patients with metabolic syndrome.

Andrés Raya-Farias,? Jaime Carranza-Madrigal,** Yolanda Campos-Pérez, Christian Cortés-Rojo,? Tania Alina

Sanchez-Pérez?
Resumen

OBJETIVO: Determinar si el consumo de aguacate en pacientes con sindrome meta-
bélico atenda la disfuncién endotelial, el estrés oxidativo y la inflamacién inducida
por el consumo de hamburguesa.

MATERIAL Y METODO: Estudio experimental, longitudinal, prospectivo, con distri-
bucién al azar, cruzado, abierto pero ciego para los evaluadores de los desenlaces
finales, efectuado de junio a agosto de 2018. Se incluyeron pacientes con sindrome
metabdlico que se clasificaron en dos grupos: al primer grupo se le dio a consumir
carne de hamburguesa, mientras que al segundo grupo se le proporcioné la misma
dieta adicionada con un aguacate.

RESULTADOS: Se reclutaron 14 pacientes (11 hombres y 3 mujeres) con sindrome me-
tabdlico. Al consumir hamburguesa disminuyeron las concentraciones de 6xido nitrico
en comparacién cuando se afiadié aguacate que inhibi6 este efecto (p < 0.05). Al con-
sumir hamburguesa disminuyeron las concentraciones plasmdticas de lipoperoxidacion,
efecto que fue inhibido al agregar aguacate (p < 0.05). Al consumir hamburguesa las
especies reactivas de oxigeno aumentaron su expresion en monocitos, efecto inhibido
al adicionar aguacate a la dieta (p < 0.05). No se encontraron diferencias en los nive-
les de las moléculas de adhesién de CD11b, CD18 en granulocitos y en monocitos.

CONCLUSIONES: El aguacate de manera aguda bloquea la reduccién de las concen-
traciones de 6xido nitrico, disminuye la formacién de especies reactivas de oxigeno
y bloquea la reduccién de la peroxidacién de lipidos causada por la hamburguesa.

PALABRAS CLAVE: Aguacate; inflamacién; sindrome metabélico.

Abstract

OBJECTIVE: To determinate if the ingestion of avocado in patients with metabolic
syndrome diminishes endothelial dysfunction, oxidative stress and inflammation after
ingesting hamburger meat.

MATERIAL AND METHOD: An experimental, longitudinal, randomized, prospective,
crossed, open but blinded for outcomes evaluators trial was done from June to August
2018 in patients with metabolic syndrome in agreement to NCEP criteria. These patients
were evaluated for endothelial function, inflammatory state and oxidative stress after
two treatments: a hamburger meal and a hamburger meal plus avocado.

RESULTS: Fourteen patients with metabolic syndrome were included (11 men and 3
women). When ingesting hamburger meat, NO levels were raised compared when
adding avocado that blunted this effect (p < 0.05). Hamburger decreased lipoperoxi-
dation, effect that was inhibited by adding avocado (p < 0.05). The oxidative reactive
species elevated their monocyte expression after hamburger ingestion; this effect was
also inhibited by adding avocado (p < 0.05). No differences were found in the levels
of adhesive molecules CD11b, CD18 in granulocytes and monocytes.

CONCLUSIONS: In an acute manner, avocado blocks the reduction of nitric oxide,
diminishes formation of oxygen reactive species and blocks reduction of lipid peroxida-
tion concentrations caused by a hamburger.

KEYWORDS: Avocado; Inflammation; Metabolic syndrome.
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ANTECEDENTES

El sindrome metabdlico se caracteriza por un
estado protrombético, con activacién leucoci-
taria e incremento en el estrés oxidativo." Esto
se ha asociado con la aparicion de disfuncién
endotelial debido a la deficiente activacién de
la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y
disminucion de la biodisponibilidad de éxido
nitrico (NO), debido a su reaccién con las es-
pecies reactivas de oxigeno generadas durante
la inflamacion.? Asimismo, existe evidencia
de que el consumo de alimentos fritos ricos
en grasa saturada, por ejemplo, la carne de
hamburguesa, promueve la inflamacién vascu-
lar y disminuye la funcién endotelial.® A este
respecto, se ha reportado que estos procesos
pueden ser prevenidos en personas sanas por
la adicién de aguacate en esos alimentos. Sin
embargo, se desconoce si el efecto del aguacate
sobreviene también en pacientes con sindrome
metabdlico y si esos efectos se relacionan con
disminucion del estrés oxidativo y en la adhe-
sividad leucocitaria.

El objetivo de este estudio es determinar si el
consumo de aguacate en pacientes con sindro-
me metabdlico atenda la disfuncién endotelial,
el estrés oxidativo y la inflamacion después del
consumo de carne de hamburguesa.

MATERIAL Y METODO

Estudio experimental, longitudinal, prospectivo,
con distribucién al azar, cruzado, abierto pero
ciego para los evaluadores de los desenlaces de
laboratorio y ultrasonograficos, efectuado de
junio a agosto de 2018. Se tomé una muestra
de personas con sindrome metabélico segtn los
criterios de la Federacion Internacional de Dia-
betes. Posteriormente se dividié a los pacientes
en dos grupos; a la mitad se le dio a consumir una
hamburguesa, mientras que al segundo grupo se
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le proporciond la misma dieta adicionada con un
aguacate, a la semana se cruzaron los alimentos.
Se extrajo sangre periférica antes y cuatro horas
después del consumo de esos alimentos; se
analizaron las concentraciones plasmaticas de
oxido nitrico (NO) y los niveles de peroxidacion
lipidica. Ademds, se aislaron leucocitos, a cuyas
poblaciones se les analizé por citometria de flujo
la produccién de especies reactivas de oxigeno y
la expresion de moléculas de adhesién CD11b/
CD18, CD11¢/CD18. Asimismo, la evaluacién
de la funcion endotelial mediante el método de
la vasodilatacién dependiente de flujo (VDF) se
realizé antes y cuatro horas después del consu-
mo de esos alimentos por medio de ultrasonido
doppler; esta evaluacion la realizé un radiélogo
experto con transductores arteriales de 14 MHz
y de acuerdo con las guias de la Asociacion
Americana de Cardiologia.

Alimento consumido

Se dio a consumir una hamburguesa de
Mc’Donalds® equivalente a 235 g, que fue
cocinada al momento. En el otro alimento se
afadieron 68 g de pulpa de aguacate Hass al
mismo tipo de hamburguesa.

Procesamiento de las muestras de sangre

Se extrajo sangre periférica antes y 4 horas
después del consumo de los alimentos. Se reco-
lectaron 16 mL de sangre en ayunas mediante
puncién venosa en el brazo, en condiciones
asépticas. El suero se obtuvo por centrifuga-
cién de 5000 rpm durante cinco minutos de la
muestra de sangre tomada sin coagulante para
las pruebas de 6xido nitrico y peroxidacién de
lipidos y otra muestra con tubos EDTA para
determinar la caracterizacion de leucocitos, asi
como medir la expresién de moléculas de ad-
hesion leucocitaria CD11¢/CD18, CD11b/CD18
y expresion de especies reactivas de oxigeno.
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Determinacion de la concentracion total de NO
(NO,/ NO,) en suero

El nitrito (NO,) y el nitrato (NO,) son productos
finales estables del metabolismo de 6xido nitri-
co (NO) y pueden utilizarse como marcadores
indirectos de la existencia de éste. La concen-
tracion total de NO se determina cominmente
como la suma de las concentraciones de nitrito
y nitrato. La concentracién de NO se determiné
utilizando un método indirecto basado en la me-
dicién de la concentracion de nitrito en suero de
acuerdo con la reacciéon de Griess.* El suero se
desproteinizé por centrifugacion a 20,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C por 500 pL de mues-
tra. La precipitacion de proteinas se realiz6 con
etanol, a 550 pL de suero desproteinizado se le
agregaron 150 pL de cloruro de vanadio (VCI,),
que fue preparado con 400 mg de VCL, en HCI
(acido clorhidrico) a 37% y se adicionaron en-
seguida 75 pL del reactivo de Griess, compuesto
por sulfanilamida (sulf, 2% peso/volumen en 5%
de HCl) y 75 pL de N-(1-napthyl) dihidrocloruro
de etilendiamina [NEED], 0.1% peso/volumen
en agua). Se incubd a 37°C por 30 minutos v,
por dltimo, se medio la absorbancia a 540 nm.?

Determinacion de las concentraciones de
malondialdehido (MDA) en suero

La evaluacién de malondialdehido en suero se
realiz6 por el método de Buege y August. La reac-
cion se basa en la reaccién de los productos de la
oxidacion de los lipidos con acido tiobarbitdrico,
que conduce a la generacion de un cromégeno
rosa.* A 500 pL de 50% de acido tricloracético
se afiadieron 500 pL de suero y luego se mez-
claron hasta el precipitado de proteinas y se
centrifugaron a 5000 rpm, después se afiadieron
600 pL de 0.375% p/v de acido tiobarbitdrico a
600 pL del sobrenadante recolectado después de
la centrifugacion. Las muestras se incubaron en
un bafio de agua a 90°C. Después de 30 minutos
el color del producto por la reaccién del acido
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tiobarbitdrico con malondialdehido se medid
colorimétricamente a 540 nm.

Determinacion de poblaciones de leucocitos

Se extrajo sangre en tubos con EDTA, 150 mL de
sangre total, se realizé un lavado PBS, se centri-
fug6 a 1500 rpm durante cinco minutos a 4°C,
el sobrenadante se tiré y la pastilla se afadio a
3 mL de amortiguador de lisis para eritrocitos y se
incubd por 30 minutos, se centrifugé nuevamen-
te a 1500 rpm por cinco minutos y se realizaron
dos lavados con PBS y fue leido en un citémetro
de flujo Accurri 6.

Determinacion de moléculas de adhesion

Se extrajo sangre total en tubos con EDTA, se
tomaron 100 mL de sangre, se realizé un lavado
con PBS y se agregaron 5 plL de anticuerpo PE
Anti-Human CD11c, PE Anti-Human CD11b y
APC Anti-Human CD18, en sus respectivos tubos
cada uno se dej6 incubando por 15 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad, después se
agregaron 2 mL del buffer para lisis de eritrocitos
y se incubd durante 30 minutos a las mismas
condiciones mencionadas; se realizaron dos
lavados con PBS y posteriormente se hizo la
lectura en un clitémetro de flujo Accuri 6.

Determinacion de especies reactivas de oxigeno

Se extrajo sangre total en tubos con EDTA, se
tomaron 150 mL de sangre total, se realizé un
lavado PBS, se centrifugd a 1500 rpm por 5
minutos a 4°C, el sobrenadante fue tirado y la
pastilla se afadié a 3 mL de amortiguador de
lisis para eritrocitos y se incubé por 30 minu-
tos, se centrifugd nuevamente a 1500 rpm por
5 minutos y se realizaron dos lavados con PBS.
Se agregaron 100 pL de la muestra de leucoci-
tos y se anadieron 0.4 pL del flourocromo de
dihidroetidio (DHE) 10 mg/mL, fue leido en el
citometro de flujo Accuri 6.
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Analisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva con media
aritmética como medida de tendencia central
y desviacion estandar como medida de varia-
bilidad. Para comparar promedios de variables
numeéricas se utilizé la prueba t de Student como
prueba paramétrica en datos de distribucion nor-
mal y la prueba de Wilcoxon como alternativa no
paramétrica. Para comparar variables categoéricas
se utilizaron la prueba %2y la prueba de Fisher en
funcion de los datos obtenidos; se consideraron
significativos los valores p menores a 0.05.

RESULTADOS

Las caracteristicas de los pacientes estudiados
se muestran en el Cuadro 1; se observa que es
una muestra de pacientes con los criterios del
sindrome metabdlico. El Cuadro 2 muestra las
mediciones basales y a las 4 horas de los dos
alimentos evaluados de 6xido nitrico, lipo-
peroxidacién, especies reactivas de oxigeno,
vasodilatacién dependiente de flujo y expresion
de CD11b y CD18 en granulocitos, y CD11c
en monocitos. Se encontraron diferencias en
el consumo de hamburguesa y hamburguesa
con aguacate en la expresién de CD11c en
monocitos (p < 0.05) y la expresion de CD18 en
monocitos (p < 0.05). También se observé que
4 horas después del consumo de hamburguesa

Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el
estudio (promedio + desviacion estandar)

Edad (anos) 36 +13.26
Cintura (cm) 108.08 = 14.5
Colesterol (mg/dL) 237.42 +38.47
Colesterol HDL (mg/dL) 40.28 £ 5.53

Colesterol LDL (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Glucosa (mg/dL)

Presion arterial (mmHg)

144.64 + 34.83
224.67 £ 70.39
128.5 +25.97

Sistélica 151 = 19.19/
diastélica 87.78 + 6.53
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hubo diferencia significativa en la medicion de
o6xido nitrico porque disminuy6 su cantidad en
suero (p < 0.05), al igual que la lipoperoxida-
cion que disminuyd su magnitud (p < 0.05),
mientras que las especies reactivas del oxigeno
aumentaron su cantidad en leucocitos (monoci-
tos; p < 0.05) en comparacién con la medicion
basal; estos efectos no se observaron cuando se
agregd aguacate a la hamburguesa (Figuras 1
a 3). En cuanto a la vasodilatacion dependiente
de flujo no se observé diferencia después del
consumo de hamburguesa ni con hamburguesa
con aguacate. De la expresion de moléculas de
adhesion en granulocitos CD11b y CD18 no
se encontré ninguna diferencia. Respecto a la
expresion en monocitos de CD11b, CD11c y
CD18 encontramos que sélo en esta Gltima se
observé incremento tras la ingesta de hambur-
guesa, que fue bloqueado por la adicion del
aguacate (Figura 4).

DISCUSION

El sindrome metabdlico es un trastorno meta-
bolico de mdltiple origen con gran prevalencia
en todo el mundo. Segtin la Organizacién Mun-
dial de la Salud (OMS) existen 347 millones de
personas con sindrome metabédlico, que son
propensos a padecer un gran niimero de com-
plicaciones cardiovasculares, renales, visuales,
nerviosas y en el metabolismo de los lipidos. El
tratamiento de todas estas complicaciones sig-
nifica un gasto grande para los sistemas de salud
y, mds importante ain, estas complicaciones
son la causa del fallecimiento de la mayoria de
los pacientes (segtin la OMS). Debido a esto es
de suma importancia la bisqueda de blancos
terapéuticos que puedan reducir la incidencia
de las manifestaciones del sindrome metabdlico.

Se ha comprobado que la diabetes, la dislipide-
mia y la hipertension arterial son enfermedades
que promueven la aterosclerosis por la probable
combinacién de factores metabdlicos y micro-

843



844

Medicina Interna de México

2018 noviembre-diciembre;34(6)

Cuadro 2. Mediciones de diferentes variables basales y cuatro horas después de consumir hamburguesa y hamburguesa con

aguacate en pacientes con sindrome metabdlico

Mediciones

Oxido nitrico (uM) 0.37 +0.11
Lipoperoxidacion (TBARS, 010 + 0.08
nmol/mg)

ERO (nmol/mg) 676.4 + 269.6

Granulocitos CD11b (MFI, uM) 27522.80 + 13649.08 23690.5 + 12672.6

Granulocitos CD18 (MFI, pM) ~ 23209.06 + 1509.27

Monocitos CD11b (MFI, uM)
Monocitos CD11c (MFI, pM)

1363.22 + 430.05

300.92 +70.33
Monocitos CD18 (MFI, uM) 21733.71 £13182.52

VDF (%) 7.32 £10.66

Hamburguesa +

Hamburguesa aguacate
0.01 4
-0.02 1 -0.014
-0.03 A *
-0.04
0,05 0 *p<0.05

Figura 1. Cambio en las concentraciones séricas de
Oxido nitrico a las 4 horas de tomar los alimentos
evaluados.

circulatorios, que conducen a la formacion de
la placa ateromatosa e incremento en la vaso-
rreactividad, que con el tiempo desencadenaran
la obstruccion vascular total.® Su tratamiento
patrén de referencia es la dieta, que se disena
para reducir la ingestion de carbohidratos sim-
ples, ajustar el ingreso caldrico que reduzca o
evite el sobrepeso y tratar apropiadamente las
dislipidemias a menudo concomitantes. Sin
embargo, ante las pruebas cada vez mayores de

0.26 +£0.13

0.09 + 0.02

915.1 £ 369.75

1343.5 + 1075.18
327.35 +154.6

0.30+0.13 0.28 +£0.12

0.10 = 0.02 0.09 + 0.02

827.71 + 447.27 958.52 + 425.68

21556.24 +
11999 11 23182.93 + 16324.44

20179.17 + 15967.15 =
12493.21 10492.64 16027200 = TATTIHES

1022.49 + 464.44
367.25 +192.57

981.46 + 445.36
317.42 £122.14

15520.58 + 12824.66 +
10017.27 8613.57 14666.01 + 8737.13
3.50 + 13.00 8.17+ 8.18 1.94 +7.52

Hamburguesa +

Hamburguesa aguacate

-0.004 7
-0.004 1
-0.008 1

-0.011
-0.0121
-0.014

-0.016"

-0.015

Figura 2. Determinacion de lipoperoxidacién en
suero de los 14 pacientes con sindrome metabélico al
consumir hamburguesa y hamburguesa con aguacate
utilizando el método estadistico delta.

que las grasas monoinsaturadas mejoran el meta-
bolismo de la glucosa y el de las lipoproteinas,”
y quizd los procesos oxidativos de las LDL en el
endotelio vascular, es conveniente determinar si
el aguacate (una fuente de grasas monoinsatu-
radas), como principal proveedor de las grasas
consumidas, ofrece ventajas adicionales en el
tratamiento a personas con sindrome mtebélico.®

DOI: https://doi.org/10.24245/mim.v34i6.2117
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250 238.6

Hamburguesa +
aguacate

Hamburguesa

Figura 3. Determinacién de formacién de especies re-
activas en monocitos de los 14 pacientes con sindrome
metabdlico al consumir hamburguesa y hamburguesa
con aguacate por el método estadistico delta.

2500 - 1841.34
1500

500 -
-500
-1500 A
-2500 A
-3500 A
-4500
-5500 A
-6500 J

:

-5954.62

Hamburguesa +
aguacate

Hamburguesa

Figura 4. Expresién de moléculas de adhesién CD18
en monocitos de los 14 pacientes con sindrome me-
tabdlico al afadir a la dieta hamburguesa y hambur-
guesa con aguacate por el método estadistico delta.

El 6xido nitrico podria clasificarse como mo-
lécula ateroprotectora de origen endotelial, la
alteracion de la produccién de 6xido nitrico
endotelial perturba profundamente la homeos-
tasia vasculary potencia la aparicion de lesiones
ateroscleréticas.? En este reporte mostramos que
la adicién de aguacate (rico en acidos grasos mo-
noinsaturados) a la dieta atenda la disminucion
posprandial de la produccion de NO en suero
inducida por la carne frita de hamburguesa. Esto
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apoya la hipétesis de que el aguacate pudiera
proporcionar proteccién cardiovascular® al in-
corporarse a la dieta.

Al medir los niveles de lipoperoxidacion se
observé que al consumir la hamburguesa existe
descenso en la peroxidacion de lipidos que
sugiere aportacion de acidos grasos saturados
no susceptibles de oxidarse, situacién que no se
observa cuando se aporta el aguacate; esto puede
deberse a que los alimentos con alto contenido
caldrico ricos en grasas saturadas y carbohidra-
tos pueden conducir a elevaciones transitorias
exageradas en sangre de glucosa, acidos grasos
libres y triglicéridos.? Y la grasa saturada, al no
tener dobles enlaces en su estructura, es menos
susceptible de poder ser oxidada, en compara-
cién cuando se agrega aguacate a la dieta que
aumenta la peroxidacién de lipidos; el aguacate
es rico en grasas monoinsaturadas y poliinsatura-
das,® lo que permite la incorporacién de acidos
grasos con dobles ligaduras a la membrana
celular que las haria mas susceptibles a captar
especies reactivas de oxigeno y esto favorece
el aumento observado de la lipoperoxidacion
sérica; sin embargo, aliin no se confirma con
certeza cudl es la implicacién clinica de estos
efectos en pacientes con sindrome metabdlico.

Al medir la produccién de especies reactivas de
oxigeno en suero tras el consumo de hambur-
guesa se observé incremento de la expresion de
éstas en comparacion con el grupo al que se le
adicion6 aguacate; esto era de esperarse porque
el consumo de alimentos ricos en grasa saturada
condiciona al dismetabolismo posprandial, que
genera especies reactivas de oxigeno en exceso.®
El aguacate es rico en 4cido oleico, que se ha
demostrado tiene propiedades antioxidantes,
ademas de vitamina C, A, K, B y antioxidantes
fendlicos.? Por tanto, es posible que el consumo
de aguacate Hass durante el consumo de carne
frita disminuya la formacién de especies reacti-
vas de oxigeno. Aunque esto Gltimo ain no se
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ha confirmado en seres humanos, podria tener
muchos beneficios como antioxidante.

Al determinar las moléculas de adhesién CD11b/
CD18 en monocitos tras una comida rica en
grasa saturada (hamburguesa) hubo tendencia
a aumentar su expresion en monocitos en com-
paracién cuando se agregd aguacate a la dieta
donde hubo tendencia a disminuir la expresién
de CD18, efecto consistente con lo reportado
en articulos previos que demostraron que la
expresién de CD11b/CD18 en monocitos esta
elevada durante la lipemia posprandial y des-
pués de la exposicién a las lipoproteinas ricas
en triglicéridos.?'"-1>

Articulos anteriores demostraron que la ate-
rosclerosis esta relacionada con la adherencia
de monocitos a la pared arterial que implica la
activacion de la integrina y la migracion celular a
través de endotelio inflamado. Se ha demostrado
la activacion de CD11c/CD18 en seres huma-
nos con hipertrigliceridemia, por tal motivo la
captacion de monocitos de los lipidos y la regu-
lacién positiva de CD11¢/CD18 en la superficie
de las células circulantes se correlacionan con
triglicéridos en sangre después de una comida
rica en grasas.”'6-26

En un estudio’® se observé que el consumo de
carne de hamburguesa en voluntarios sanos dis-
minuye la vasodilatacién dependiente de flujo y
que al agregarle aguacate a la dieta se produce
un efecto protector de esta funcién endotelial
después de su consumo; sin embargo, en este
estudio hecho en pacientes con sindrome me-
tabdlico no observamos mejoria en la funcién
endotelial, a pesar de que se observé incremento
en el 6xido nitrico (NO) que es el principal me-
diador de la vasodilatacién; esto puede deberse
a la existencia de otros elementos que afectan al
endotelio y que estan presentes en el sindrome
metabdlico, como la obesidad, las dislipidemias,
las disglucemias y el aumento de la presién ar-
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terial, que no tienen los sujetos sanos. Por otra
parte, la relajacién dependiente del endotelio
también implica el factor hiperpolarizante de-
rivado del endotelio ademas del NO en varios
tipos de arteria y el aguacate también puede, al
cambiar el perfil de acidos grasos, conducir a
la produccién de prostanoides vasodilatadores,
por ejemplo la prostaciclina (PGI2), metabolito
de acido grasos. En resumen, el aguacate puede
actuar a través de otros factores que influyen en
la funcién endotelial distinto de la relajacion
mediada por NO.

CONCLUSIONES

El aguacate de manera aguda bloquea la reduc-
cién de las concentraciones de 6xido nitrico,
disminuye la formacion de especies reactivas de
oxigeno y bloquea la reduccion de las concen-
traciones de peroxidacién de lipidos causadas
por la ingestion de hamburguesa en pacientes
con sindrome metabdlico.
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