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Esta tesis se realizé en el laboratorio 209 del Departamento
de Biologia de la Facultad de Quimica UNAM, bajo la tutoria
del Dr. José Pedraza Chaverri.

Los experimentos citados en la presente tesis y que se
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cisteina en ratas normales y con insuficiencia renal aguda
inducida por gentamicina se llevaron a cabo gracias a los
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Alil metil sulfuro.

Alil metil trisulfuro.

Ajos en vinagre.

Dialil disulfuro.

Dialil sulfuro.

Dialil sulféxido.

Dialil sulfona.

Dialil trisulfuro.

Dialil tetrasulfuro.

Extracto de ajo envejecido.
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(Low density lipoprotein) Lipoproteinas de baja densidad.

Lipoproteinas de baja densidad modificadas oxidativamente.

Radicales libres.
S-alil cisteina.
S-alil mercaptocisteina.

S-propenil cisteina.




OBJETIVOS GENERALES

<> Realizar una revision bibliografica de la composicion quimica de
las diferentes formas en que el ajo se ha consumido desde la
antigiedad hasta nuestros dias.

< Recopilar los estudios tanto in vivo como in vitro que se han
realizado con cada uno de los extractos obtenidos a partir de ajo y de
los compuestos individuales, sobre sus efectos en el sistema

antioxidante.

< Proponer un proyecto en el que se realice una comparacion de
la actividad antioxidante in vitro de los diferentes compuestos de ajo, de
las preparaciones comerciales y extractos de ajo obtenidos en el
laboratorio medida por la capacidad para atrapar especies reactivas de
oxigeno y para inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad.
Y posteriormente evaluar l|a capacidad citoprotectora de |las
preparaciones, extractos y compuestos de ajo en células LLC-PK1 en
cultivo incubadas con gentamicina, la cual constituye un modelo de dafio
renal in vitro mediado por estrés oxidativo.



RESUMEN

Ei ajo (Allium sativum) es la planta “curalo todo” mas popular, ya que se ha usado desde
hace mucho tiempo, no sélo como condimento, sino también porque se le atribuyen
diversos efectos medicinales. Es una de las plantas medicinales mas estudiadas y su
estudio no solo no ha decaido sino que muestra un explosivo aumento en los Ultimos 7
afios en donde se han publicado el 52.5% de los 1645 articulos del ajo registrados en el
PubMed de 1963 a 2002. Ademas las ventas de ajo en sus diferentes preparaciones
comerciales también van en aumento: en EUA pasaron de 31.3 millones de ddlares en
1993 a 61.2 millones de dolares en el afio 2000. Los datos anteriores demuestran el gran
intereés cientifico y economico de los derivados del ajo y el aumento en su consumo refleja
que el hombre esta regresando a los productos naturales para el tratamiento de ciertos
padecimientos. Sin embargo, en la literatura cientifica y en las paginas de internet existen
polémicas sobre las propiedades medicinales del ajo, debido en gran medida, a que en |a
mayoria de los estudios no se ha empleado el ajo fresco sino diferentes extractos y
presentaciones comerciales, los cuales difieren en composicion quimica como
consecuencia de las transformaciones que algunos componentes del ajo sufren durante
su procesamiento y almacenamiento. Ademas, un problema muy importante en los
extractos y productos comerciales es que no existe una estandarizacion en la preparacion
y en la identificacion cuantitativa de sus componentes. Otro problema es que aun no se
conoce la biodisponibilidad de la mayoria de los componentes del ajo, ni existen
comparaciones de los efectos benéficos de las diferentes preparaciones comerciales y de
los extractos de ajo fresco. Es asi como, en esta tesis se realizé una revision bibliografica
sobre las composicion quimica de cada una de {as presentaciones en que el ajo es
consumido recopilando las evidencias de los posibles mecanismos por lo cuales ejerce su
efecto antioxidante y ademas se plantea un proyecto para estudiar de manera
comparativa la capacidad antioxidante in vitro de diferentes compuestos, preparaciones
comerciales y extractos de ajo. Es asi como, la informacion que se obtendria al
realizarlo contribuira, indudablemente, a la generacion y al avance del conocimiento
cientifico, lo que permitira hacer recomendaciones para el consumo humano en la
prevencion o el tratamiento de ia hipertension arterial, las enfermedades cardiovasculares,
la insuficiencia rena! aguda (IRA) y la insuficiencia renal cronica (IRC). 1as cuales ocupan
los primeros lugares de mortalidad en nuestra poblacién y a nivel mundial.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Aspeactos generales.
El ajo pertenece a la familia Alliaceae, su nombre cientifico es Allium sativum, que se

deriva de la palabra Ceita “all” que significa acre o pungente, y del latin “sativum” que
significa cultivado (1,2). En 1956 Helm describe las principales variedades hasta hoy
conocidas (2):

a) Allium sativum L. var. sativum (cuello blando, esta variedad no tiene flores).

b) Allium sativum L. var. ophioscorodon.

c) Allium sativum L. var. pekinese.
Su clasificacion botanica se describe en |la siguiente tabla:

Tabla 1. Clasificacion botanica del ajo (2).

Geénero Allium

Familia Alliaceae

Orden Asparagales
Superorden Lianae

Clase Monocotiledoneas

1.2 Caracteristicas morfoldgicas de la planta.

El ajo es una planta perenne y monocotiledénea (3), estrechamente relacionada con la
cebolla (Allium cepa), una planta completa de ajo en su maximo desarrollo esta
constituida de las siguientes partes (4) (Fig. 1):

1. Raices: son de color blanco, con dimensiones de 0.1-0.5 mm de diametro, que
llegan a profundizar en la tierra hasta 40-50 cm.

2. Tallo: es propiamente un disco subterraneo, de donde nacen las raices y cuyas
yemas dan lugar a las hojas y a los dientes que formaran la cabeza. Tiene un
pseudotallo, el cual lega a medir alrededor de 90 cm de altura.

3. Bulbo: es también conocido como cabeza de ajo, esta constituido por las yemas
axilares de las hojas, desarrolladas y transformadas en 6rganos de reserva.
Cada yema origina un diente de ajo.

4. Hojas: las hojas son opuestas, lineales, de unos 45-60 cm de largo.

5. Flores: estan formadas por 6 pétalos de color blanco o rosado, y florecen en
verano.

6. Frutos: las flores rara vez dan lugar a frutos y a verdaderas semillas viables.




En el cuitivo del ajo, se conoce tradicionalmente como “semilla” a los dientes que se
utilizan en la plantacién o las cabezas de donde proceden estos dientes (4).

Fig. 1. Partes principales de |a planta de ajo, (1) cabeza de ajo que se subdivid
dientes. (2) bulbo o cabeza de ajo, (3) las hojas tipicas de esta familia, (4) las flores de color
rosa y (5) plantas complietas en desarrofio.

La ciudad de Giiroy, California (sur de San Joseé, Estados Unidos) es considerada como
la capital mundial del ajo, ya que su clima es apropiado para el desarrollo de esta
planta. California es el estado con mayor produccion de ajo en Estados Unidos (1).

1.3 investigacién

El ajo ocupa un lugar importantisimo en la historia culinaria asi como de la medicina
popular y creencias de casi todas las religiones e incluso es parte de tas mas diversas
tradiciones magicas en todo el mundo, especialmente en el oriente de Europa y Asia.
Ademas en el occidente europeo hay un alto consumo de suplementos con ajo, y en el
continente americano ha ido creciendo principalmente en los Estados Unidos donde et
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consumo total de ajo en 1994 fue de 199 toneladas (cerca de 2.5 g por persona
diariamente). Mientras tanto, en Alemania el 8% de la poblacion consume supiementos
de ajo (5). debido a que se le atribuyen varias propiedades terapéuticas como
antimicético, antimicrobiano, anticancerigeno, cardioprotector, inmunosupresor,
hipoglicémico, hipolipémico, antioxidante, entre otras. La gran mayoria de estos efectos
se deben a los compuestos organcsulfurados que estan presentes en las diferentes
preparaciones o presentaciones del ajo, los cuales también son los responsabies del
olor caracteristico de esta planta. Ademas que es uno de los vegetales que contiene
niveles elevados de selenio (0.28 ng/g de peso fresco) (6), el cual forma parte de
algunas enzimas antioxidantes. Las propiedades medicinales de los compuestos del
ajo que contiene selenio se encuentran en estudio (6,7).

Cuando los dientes de ajo se cortan, la enzima alinasa actua sobre la alina, el
componente organosulfurado presente en mayor proporcion en el diente de ajo.
generando la alicina, un compuesto con un olor caracteristico, la cual se descompone
casi espontaneamente a mono-, di-, y trisulfuros, compuestos altamente olorosos.

Otros componentes del ajo son: manganeso, cobre, zinc, boro, cloro, yodo, calcio,
fosforo, hierro, sodio, potasio, vitaminas A, B, C y nicotinamida, germanio, proteinas,
grasas, hidratos de carbono, celulosa y agua (1) (ver el capitulo 3).

La gran cantidad de investigaciones cientificas conducidas, principalmente a partir del
siglo XX, han confirmado muchos de los efectos terapeuticos atribuidos al ajo en la
medicina popular desde la antiguedad. De 1900 a 1996 se publicaron un total de 1158
estudios farmacologicos y aproximadamente 650 estudios quimicos del ajo y sus
compuestos, haciendo con esto que sea una de las plantas mas estudiadas. Todos los
estudios farmacologicos (Tabla 2) han incluido 208 estudios en humanos y se han
enfocado principalmente sobre los efectos cardioprotectores (total 344),
anticancerigenos (total 221), antimicrobianos (totai 252) y antioxidantes (total 60).
Ademas se han publicade 105 estudios toxicologicos y 42 estudios referentes al
metabolismo de los compuestos del ajo; para hacer un total de 1990 estudios (3), sin
incluir estudios botanicos y agricolas. Mas de 40 paises han contribuido a esta vasta
literatura, incluyendo Alemania, India, y los Estados Unidos, en los cuales se han
realizado el 63% de! total de las investigaciones (3).



Las revisiones mas extensas del tema han sido publicadas en 1996 por Koch y Lawson
(3). en un trabajo en el que se incluyen 2250 referencias (2,3), en donde se describen
las evidencias de los efectos farmacologicos de muchos de los compuestos activos.
Oftras revisiones recientes sobre la quimica del ajo y los compuestos con azufre y
selenio fueron realizadas por Block (8-10). Otras revisiones son las realizadas por
Lawson sobre los efectos cardiovasculares (11), Send! sobre el analisis de ajo fresco
(12). Reuter (13) y Srivastava (14) sobre sus efectos farmacolégicos, Agarwal (15)
sobre los efectos cardiovasculares y Bradley (16), Leung & Foster (17) y Weiss (18)

sobre aspectos generales.

Tabla 2. Estudios farmacologicos del ajo (1900-1996) * (2,3).

EFECTOS TOTAL DE [ ESTUDIOS EN
ESTUDIOS HUMANOS
Cardiovascular 344 104 (2)°
Lipidos en sangre 179 62
Presion _sanguinea 78 18
Fibrindlisis, coagulacion, flujo 51 18
Agregacion plaqusetaria 76 =]
Aterosclerosis (formacion de ateromas) | 23 2
Antimicrobiano 252 35
Cancer 221 12 (10)°
Antioxidante 60 4
Hipoglicémico 28 Z
Estimulacion del sistema inmune 15 <
Antiinflamatoria 11
Padecimientos gastrointestinales 43 27
Respiratorio 11 5
Antidoto contra envenenamiento con metales | 28 1
pesados
Otros 18 efectos 145 12
Total de estudios farmacolégicos 1158 208

? incluye sélo estudios actuales: en humanos y animales (in vivo) y estudios in vitro, no
incluyen los que son revisiones, comemntarsios, patentes y Farmacopeas, ademas se publicaron
44 estudios en la primera mitad de 1997, el 48% de los cuales estudiaron el efecto del ajo

sobre el cancer.
® estudios epidemiolégicos.

En la Fig. 2 se muestra el numero creciente de publicaciones acerca del ajo registradas
en el PubMed (Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos, en Bethesda).
Se observa que a partir de mediados de la década de los noventa se han publicado



poco mas de ia mitad del total de 1645 de trabajos registrados hasta 2002. Ademas
cabe sefalar que antes de la impresion del presente trabajo, se tenia un registro de un
total de 1626 articulos (en diciembre de 2002) y en febrero del 2003 la cifra ascendié a
1645, ademas de que existen 11 publicaciones del 2003.
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Fig. 2. Publicaciones de ajo de 1963 a 2002, base de datos del PubMed. (Total de
publicaciones=1645; y 11 del 2003).
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2. ASPECTOS HISTORICOS

Origenes
Se cree que el ajo tiene sus origenes en Asia Central, y que ha sido cultivado en el

medio oriente por cerca de 5000 afos (19-21), razén por la cual puede ser considerada
como una de las primeras plantas cultivadas por la humanidad. Los primeros registros
son de los Sumerios de Mesopotamia, los cuales se encontraban situados en la region
de los rios Tigris y Eufrates (3). Posteriormente, su uso se extendié airededor del
mundo, desde ios climas calidos del Mediterraneo hasta los climas frios de Siberia (1).

India
En la india el ajo se utilizé como locién antiséptica para lavar heridas y ulceras, también

llegé a formar parte de la medicina popuiar y fue recopilado en el libro de la medicina
Ayurvédica (ciencia de la vida) en el afio 500 d.C. (1-3). En 1979, GS Sainani y sus
colegas del Colegio de Medicina de la Universidad de Poona; publicaron los resultados
de un estudio epidemiologico realizado a 3 poblaciones que consumian diferentes
cantidades de ajo y cebolla (22). Los sujetos eran vegetarianos que habitaban en la
comunidad de Jain, los cuales consumieron ajo y cebolla en cantidades abundantes (50
g de ajo y 600 g de cebolla por semana), en cantidades pequeias (no mas que 10 g de
ajo y 200 g de cebolla por semana) o nunca los habian consumido en sus vidas. El
grupo que no consumid ni ajo, ni cebolla presentd el tiempo de coagulacién de la
sangre mas corto. Este grupo presenté, ademas, los niveles de fibrinégeno en el
plasma sanguineo mas altos. Estudios realizados durante la década de los 70's
demostraron que tanto el ajo como la cebolla inhiben la agregacion plaquetaria (22).

Israel
El ajo se menciona en la Biblia por los israelitas cuando, después de 430 anos de vivir

en Egipto, van de camino a la tierra de Cannaan. El libro de Numeros capitulo 11
versiculo 5 dice: “Nos acordamos del pescado que comimos en Egipto de balde, de los
cohombros, de los melones, de los puerros, de las cebollas y de los ajos” Estos datos

son de airededor del afio 1400 a.C. (22).

O



Egipto

Los antiguos egipcios lo usaban como una especie de moneda, sus poderes medicinales y
magicos fueron descritos en las paredes de los antiguos templos, como en la Gran
Piramide de Cheops, y sobre los papiros que datan del afio 1550 a.C. ElI Codex Ebers
{Fig. 3), es un papiro médico en el cual se encuentran mas de 800 formulas terapéuticas,
de las cuales 22 incluyen al ajo como un remedio efectivo para una amplia variedad de
padecimientos incluyendo problemas cardiacos, cefaleas, picaduras o mordeduras de
serpientes y tumores. También se tienen registros de que algunos dientes de ajo fueron
colocados en la tumba del Rey Tutankamon, lo cual resafta su importancia para esta
cultura. A jo largo de la historia el mundo se ha dividido en 2 grandes grupos: los que
aman el sabor y el olor del ajo y los que lo detestan. En el primer caso se encuentran los
Faraones Egipcios, quienes eran sepultados con singulares materiales como diversos
tipos de arcillas y maderas talladas con ajos y cebollas, esto ultimo con la creencia de que
la comida elaborada después de la muerte estaria mejor sazonada si contaba con estos
dos ingredientes (8,22).

Fig. 3. El Codex Ebers, un papiro mbdico Egipcio en ol cual s® encusntran mis de 800
terapéuticas, de las cuales 22 incluyen al ajo como un efectivo peara div
padecimientos.
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China

En China, e! ajo fue usado ampliamente para propdsitos medicinales, esto esta
registrado en el texto médico chino mas importante y que data det afio 500 a.C. (3). En
la medicina tradicional, el ajo era conocido como da suan y fue considerado como una
planta con efectos especificos que actuaba en el intestino grueso, bazo y estomago.
Fue utilizado para disminuir ia presion de la sangre, para el tratamiento de infecciones
por parasitos, comida envenenada y tumores, ademas de como un suave
anticoagulante. Sin embargo, los monjes Budistas lo prohibieron en la elaboracion de la
comida porque se pensaba en aquel entonces que poseia propiedades afrodisiacas o
de estimulacion sexual (22).

Grecia

El ajo fue utilizado por et médico, Hipocrates (460-370 d.C.) (3), quien es considerado
el “Padre de la Medicina“, para tratar infecciones, neumonia, cancer, problemas
digestivos, poliuria. Ademas Galeno y Aristofanes, también recomendaron al ajo por
sus efectos medicinales. Dioscérides, un griego quien vivié en el primer siglo d.C.
conocido como el “Padre de la farmacia” recomendo triturar o aplastar los ajos para
aplicarlos en las zonas de mordeduras de serpientes, conejos y perros, como un
remedio para la tos, para “limpiar” las arterias, para el tratamiento de infecciones como
la lepra (3). Ademas durante los primeros juegos olimpicos, se observd que el ajo
producia un efecto estimulante cuando era ingerido por los atletas, por lo cual se utilizo
para fortalecerios (3,22) y para tratar las heridas que se producian en las batallas
durante esta época (22).

Roma

Los romanos Plinio (23-79 d.C.), Celsus (25 a.C.- 50 d.C.) y Galeno (129-199 d.C.)
citaron Nnumerosos usos terapéuticos para el ajo y la cebolla. Galeno fue el médico
personal del Emperador Marco Aurelio y escribié muy influenciado por el occidente y la
medicina arabiga (Sistema Unani Tibb). Durante muchos afos los romanos llamaron al
ajo el “theriac (cura todo) del campesino”. Dioscérides, el jefe médico de la armada de
Roma en el primer siglo d.C., prescribid al ajo como un vermifugo, o eliminador de
parasitos intestinales (3).



Arabia
Los herbalistas arabes usaron el ajo para el tratamiento del dolor abdominal, célico

infantil, diarrea, diabetes, infecciones oculares, mordeduras o picaduras de serpiente,

caspa ¥y tuberculosis (22).

Africa
Los herbalistas africanos usan el ajo para el tratamiento de infecciones respiratorias e

infecciones por helmintos; y ademas muchas familias africanas utilizan gotas de aceite
de ajo para tratar infecciones Oticas pediatricas. En la medicina Ayurvédica, el ajo es
usado para el tratamiento de problemas respiratorios, Glceras, coélicos y flatulencias y
también se utilizaban gotas de aceite de ajo para tratar el dolor de oidos. También era
recomendado tradicionalmente para inducir abortos (22). Albert Schweizer, en el inicio
vy mediados del siglo XX utilizé el ajo en Africa para curar el colera y la fiebre tifoidea al
igual que para combatir la disenteria en este pais (3,22).

Alemania
Durante la Edad Media, Hildegarda de Bingen, una monja alemana escribio dos libros

de medicina en los cuales recomendaba el consumo de ajo crudo para mejorar la
salud. En esta época, el ajo se usod para desviar €l mai de ojo, alejar a seres magicos
como brujas y vampiros, y también fue utilizado como un afrodisiaco, 1o que constituyo
la época mas significativa de la utilizacion de! ajo con fines magicos, ademas de sus
propiedades medicinales (3).

En 1844, el quimico aleman Theodor Wertheim encontré que el ajo principalmente
contiene azufre, en ese entonces, se le lamo a la preparacion utilizada “aceite de ajo”.
Todo lo que se conocia acerca de este producto era limitado, debido quiza a que el
producto puro era obtenido por destilacion con vapor de los bulbos de Alliurn sativum,
lo cual se realiza todavia, pero hoy en dia se consume en mezcla con otro aceites
naturales. Se observé que los compuestos que lo constituian tenian en su estructura
azufre y. mas adelante fue considerado como un material muy prometedor para dar
resultados muy utiles para la medicina por las propiedades mostradas. Para realizar ia
destilacion por arrastre de wvapor ellos colocaron el ajo en agua y calentaron a
ebullicion, el vapor obtenido del matraz por condensaciéon producia pequefas
cantidades del llamado “aceite de ajo". Observaron también que la destilacion de este
aceite produce algunas sustancias volatiles con un olor fuerte. Ellos propusieron el

v



nombre de alilo (de Allium) para el grupo hidrocarburo del aceite, y alilsulfuro para los
volatiles. La palabra “aliio” es usada también ahora, y se refiere a las estructuras con
grupos CH;=CHCH>-, lo que de forma abreviada es CaHs-.

En 1892 otro investigador aleman, el quimico FW Semmler, aplicod la destilaciéon por
arrastre de vapor a los diente de ajo, obteniendo 1-2 g aceite/Kg de ajo. De dicho aceite
se obtuvo dialil disulfuro (DADS), acompafado por pequerias cantidades de diaill
trisutfuro (DATS) y dialil tetrasulfuro (DATTS) (3,22).

inglaterra
El Colegio Inglés de Medicina también recomendd consumir ajo para el tratamiento de

envenenamientos, picaduras, edema, ulceras, y dolores dentales y ademas para el
tratamiento de 1a peste en Londres en el afio de 1665. Por otro lado Sydenham (1624-
1689), un destacado medico inglés, uso el ajo para la cura de la viruela (2,3). Durante
la primera guerra mundial el ajo fue utilizado tépicamente para curar heridas de
infecciones, y para el tratamiento de la disenteria (2,3).

En laboratorios de investigaciéon, se demostré que el jugo de ajo diluido 1/125,000,
inhibe el crecimiento de bacterias del género Staphylococcus, Vibrio (incluyendo Vibrio
cholerae) y Bacillus (incluyendo B. thyposus, B. dysenteriae y B. enteritidis). El jugo del
ajo exhibio un amplio espectro de actividad antimicética contra diversas variedades de

levaduras incluyendo algunas que causan vaginitis (22).

Francia
Se observd que los caballos experimentaban coagulaciéon retardada en las

extremidades inferiores cuando se alimentaban con una dieta rica en ajo y cebolla (22).
La epidemia de! colera en Francia y Bulgaria fue curada con el ajo. En 1858, Luis
Pasteur realiz6 un estudio en el que obsevd que el ajo y la cebolla podrian terminar con
la causa de las infecciones demostrando con esto, la actividad antiséptica del ajo.

Rusia
En la Segunda Guerra Mundial el ajo fue muy popular entre los soldados y fue conocido
como la “Penicilina Rusa*®, utilizado principalmente en la prevencion de la gangrena

(2.3,22).
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Estados Unidos
Chester J Cavallito y sus colegas en el Sterling-Winthrop Chemical Company en

Rensselaer, N.Y. hicieron en 1944 un descubrimiento clave en la quimica del ajo. Ellos
establecieron meétodos menos vigorosos que la destilacién por arrastre de vapor y
obtuvieron sustancias diferentes. Cavallito aplicé un solvente organico, el alcohol etilico
a 4 Kg de ajo y los dejo en maceracion a temperatura ambiente y con lo cual obtuvo
aproximadamente 6 g de un extracto oleosc cuyo componente principal tiene la formuta
estructural CsH10S,0. El extracto poseia caracteristicas tanto antibacterianas como
antifangicas. Quimicamente el compuesto descubierto por Cavallito es el 6xido de
dialil disulfuro, 2-propentiosulfinato o dialil tiosulfinato, la principal sustancia
aistada por Semmier con su destilacion por arrastre de vapor pero aproximadamente
medio siglo mas tarde. Cavallito Hamo a esta molécula alicina. Esta es quimicamente
inestable, es un liquido poco colorido que contribuye al olor del ajo crudo mas que los
dialil sulfuros.

La alicina actualmente esta sujeta a 2 patentes en USA, con el nombre que Cavallito le
asigné al aislarla e identificarla (2,23). Ya gue la alicina es el principal compuesto
responsable del olor del ajo crudo cortado, un bulbo de ajo entero exhibe poco este
olor, sélo cuando es cortado o triturado éste se hace claramente evidente. En 1948
Arthur Stoll y Ewal Seebeck de la Compaiiia Sandoz en Basel demostraron que
cortando o triturando los dientes de ajo, tiene lugar la formacién de la alicina. Hoy en
dia, los estandares europeos especifican que los suplementos de ajo deben contener
no menos de 0.45% de alicina (1).

En la década de los 80 medicos norteamericanos recomendaron la inhalacion de ajo

como un tratamiento para la tuberculosis (22).




3. COMPOSICION QUIMICA DEL AJO Y DE SUS DIFERENTES
PREPARACIONES Y EXTRACTOS.

Como se menciond en el capitulo anterior, el ajo, se ha consumido tradicionaimente
como un remedio y como una medicina popular desde hace muchos afios en todo el
mundo, debido a que se le atribuyen diferentes propiedades, como: antimicrobiano,
antimicotico, antineoplasico, cardioprotector, inmunosupresor, hipoglicémico,
hipolipémico, y antioxidante. Hasta la fecha existen un sin fin de publicaciones que
gradualmente han ido confirmando los efectos benéficos que tradicionaimente se
atribuian al ajo. Estos efectos se deben a los compuestos organosulfurados presentes
en alta concentracion en las diferentes preparaciones del ajo. Ademas, es uno de los
vegetales que contiene niveles elevados de selenio, lo que contribuye principalmente a
sus propiedades antineoplasicas (3). Los compuestos mas abundantes de los dientes
de ajo se muestran en la tabla 3 (3).

Tabla 3. Composicion quimica de los dientes de ajo (mg/g peso fresco) (3).
Agua 620-680 Adenosina (0 antes de 0.1 (8 h)
p )
Solubles en agua 310-370 Saponinas 0.4-1.1
Carbohidratos 260-300 Vitaminas 0.15
Fructanos 220-250 Acido ascérbico 0.14
Fibras 15 Tiamina 0.002
Proteinas 15-21 Riboflavina 0.0008
Aminoacidos 10-15 Minerales 7
Arginina 5-8 Potasio 4.4
Compuestos 11-35 Fosforo 1.8
organosulfurados
Sulféxidos de 6-19 Calcio 0.24
cisteina
y-glutamil cisteinas 5-16 Magnesio 0.18
S-alquenil cisteinas 0.01-0.03 Sodio 0.11
Escordininas 0.03 Hierro 0.02
v-Gl 0.4-1.1 Cromao 0.0005
Lipidos 1-2 Selenio 0.0002
_[3-sitosterol 0.015 Germanio 0.00004
Acidos fendlicos 0.04 Azufre 2.3-3.7
Acido fitico 0.8 Nitréogeno 6-13

Los datos son de Koch y Lawson (2) en el cual también se incluyen 10s compuestos menos
abundantes.

*menos que 2% de lo recomendado en ia dieta de los Estados Unidos si se consumen 3-4 g de
diente de ajo.



El consumo det ajo, se debe principaimente al sabor que otorga a los alimentos y a sus
propiedades benéficas para la salud, ya que su contenido de vitaminas y minerales,
comparado con otros vegetales, es bajo (menos de 2% de lo que se necesita
diariamente si se consumen 2-4 g, o un diente tipico de ajo). Algunas caracteristicas
adicionales de! ajo son su bajo vido de h dad (62-68% comparado con el

B80-90% que tienen otras frutas y vegetales), su alto contenido de fructanos, polimeros
de fructosa de 10-60 unidades (3,24) que constituyen cerca del 65% de su peso seco;
su alto contenido de aminoacidos libres, similar a su contenido de proteinas
(principalmente arginina); y su muy bajo contenido de lipidos y otros compuestos
liposolubles.

Sin embargo, ta mas sobresaliente de sus caracteristicas es sin lugar a duda, su alto
contenido de compuestos organosulfurados 99.5% del cual contiene el aminoacido
sulfurado cisteina, aunque |a cisteina por si sola no se encuentra presente en el ajo. Et
contenido de azufre en el ajo (cerca de 3 mg/g) es 4 veces mas grande que el de otros
vegetales y frutas que lo contienen, por ejemplo la cebolla, el brocoli, la coiiflor y el
chabacano (2,3). En la Fig. 4 se muestra una grafica donde se compara el contenido de
azufre en el ajo con respecto a otros productos utilizados cominmente en !a
elaboracion de los alimentos.
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Fig. 4. Comparacion del contenido de azufre del ajo con otros vegetales y frutas (2).
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Como ya se habia mencionado el ajo es uno de los alimentos con mayor contenido de
selenio (0.28 ug/g de peso fresco) (6), aunque 1a cantidad de selenio en un solo diente

de ajo es muy pequeiia, El contenido de selenio en el aj 500 geces



cuando este se cultiva en suelos ricos en este elemento. Las propiedades
anticancerigenos del ajo con alto contenido de selenio son mayores que las del ajo con
contenido normal de selenio (2,3,6,25). Esto es, en los compuestos que tienen gran
cantidad de selenio, puede haber un reemplazo de esta especie por el azufre presente
en los compuestos derivados de cisteina. Es asi como el compuesto mas abundante de
selenio en el ajo, es (a selenocisteina (cys-SeH), seguido de la Se-metil
selenocisteina (6,9.26,27). Se cree que dichos compuestos se originan a partir del ion
selenito (Se0»?) o selenato (SeO,?) En la Fig. 5 se muestran las estructuras de los 2
compuestos principales de selenio presentes en el ajo.

via PROPUESTA PARA LATRANSFORMACION DEL ION SELENATO EN LOS
COMPUESTOS CON SELENIO DEL AJO

COOH /“:i”
Se
— L~ T ~cw,
HoN
Loer:enam selenocisteina Se-metiiselenocisteina

Fig. 5. Sintesis propuesta de {os compuestos de selenio en el ajo (3).

En la Fig. 6 se muestra una grafica donde se compara el contenido de azufre y selenio
en el ajo con otros alimentos (6).
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3.2C con afi

La gran mayoria de las investigaciones analiticas y farmacologicas del ajo estan
enfocadas a sus compuestos con azufre u organosulfurados. Esto se debe, no soélo
por su abundancia en el ajo, sino también porque son los que se sabe que producen
los efectos que se le atribuyen a esta planta en los niveles tipicos en que se consume.
En la tabla 4 se presenta una lista de los compuestos organosulfurados que se

encuentran en mayor cantidad en el ajo (3).

Tabla 4. Principales compuestos organosulfurados en el ajo entero y molido (2,3).

Compuesto Ajo entero Ajo molido
MG/G peso MG/G peso
fresco fresco
S-Alquil-L-cisteina sulféxidos
Alil cisteina sulfoxido (alina) 6-14 nd
Metil cisteina sulféxido (metina) 0 5-2 nd
| trans-1-propenil cisteina sulféxido (isoalina) 0.1-1.2 nd
Cicloalina 0.5-1.5 0.5-1.5
L NS alauill
i—L-glulamil-S-lransd-propenll isteina 3-9 3-9
y-L-glutamil-S-alil cisteina 2-6 2-6
y—L-glulamlI -S-metil cisteina 0.1-0.4 0.1-0.4
. 1 ulfi
Al:l 2-propentiosulfinato (alicina) nd 2.5-4.5
Alilmetiltiosulfinatos (2 isomeros) nd 0.3-1.5
Alil trans-1-propeniltiosulfinatos (2 isomeros) nd 0.05-1.0
Metiltrans-t-propeniitiosuifinatos (2 i 0S) nd 0.02-0.2
Metilmetanotiosuifato nd 0.05-0.1

Casi todo el azufre (95%) en los dientes de ajo enteros se encuentra presenta en 2
clases de compuestos de abundancia similar: los S-alquil cisteina sulféxido y las y-
glutamil S-alquil cisteinas (tabla 4). Ambos tipos de compuestos estan sustituidos en
el atomo de azufre con un grupo alilo (2-propenilo), isoalilo (trans-1-propenilo) o por
grupos metilos. El compuesto sulfurado mas abundante en el ajo es la alina
(sulfoxido de S-alil cisteina) (2,3,11), el cual se encuentra presente comunmente en
cantidades de 10 mg/g de peso fresco o 30 mg/g de peso seco (ya que el ajo contiene
cerca de 62-68% de agua, los valores de peso seco, son usualmente 3 veces los

valores de peso fresco) y representa el 80% del total de sulféxidos de cistei La
alina no se encuentra en la cebolla (Alliurm cepa) y es mucho menos abundante en
otras especies del género Alliurmm como A. ursinum (ajo silv e), A. sm (ajo

elefante). y A. tuberosurm (cebollinos chinos).
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Parece ser que la serina participa en la biosintesis de {a alina, pero no se sabe el
origen del grupo S-alilo para dar la forma inmediata S-alil cisteina, el cual rapidamente
se oxida a alina (2). Mientras las y-glutamil cisteinas son precursores de la alina e
isoalina durante l|a germinacion de {a planta debido a que la enzima +vy-
glutamiitranspeptidasa actua llevando a cabo una hidrélisis y una subsiguiente
oxidacién de las anteriores. Ya que los sulfoxidos de cisteina son los principales
precursores de los compuestos responsablies de los efectos farmacologicos del ajo, o al
menos son los mas estudiados, a las y-glutamil cisteinas no se les ha establecido
todavia bien sus efectos, ya que han sido usadas escasamente en ios estudios hasta
hoy realizados, su importancia radica principalmente en que son los precursores de la
S-alil cisteina (SAC) un compuesto con propiedades antioxidantes como se menciona

mas adelante.

Latr £ ion de los P org: Hfurados del ajo. Los dientes de ajo
intactos contienen altas concentraciones de y-giutamil cisteinas, estos compuestos
pueden ser oxidados para dar alicina (tiosulfinatos). Cuando el ajo sufre algun
proceso mecanico, esto es cuando es cortado y/o triturado, la enzima vacuolar
alinasa, rapidamente actua sobre la alina para formar la alicina, y ésta ultima debido a
su inestabilidad y a diferentes condiciones de tratamiento da lugar a la formacion de
otros compuestos como se describira mas adelante. Al mismo tiempo, las y-glutamit
cisteinas son convertidas en S-alil cisteina (SAC) a través de una via diferente de 1a
via alinasalicina. En la Fig. 7 se ilustra la transformaciéon de las y-glutamil cisteinas a

tiosulfinatos.
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Fig. 7. Pr o det forr i6n del ion sulfato en los compuestos organosulfurados.

Existen diversos estudios que indican que la biodisponibilidad de |a alicina es pobre ya
que después de la ingesta de ajo crudo o de alicina pura, esta no se detecta en la
sangre o en la orina, por o que su posible uso terapéutico es muy limitado debido a su
gran inestabilidad y debido a que existen pocas presentaciones comerciales
disponibles en México que especifiquen el contenido de alicina. Ademas algunos de
estos estudios apoyan fuertemente la idea de que es poco probable que la alicina como
tal contribuya a los efectos benéficos del ajo, ya que se han estudiado con mas
frecuencia los compuestos obtenidos a través de su transformacion. En la Fig. 8 se
esquematiza la formacion de la alicina después de que el ajo es cortado (2,3).

'MECANISMO DE FORMACISN DE ALICINA DESPUES DE QUE EL AJO ES CORTADO

tlb' NH,
- stlinase
/\/s\)\ coow { =S OH 1
S-2-propenii-L-cisteina Acido
S-6xido 2-propensulténico
alina
{ ) M0 x 2
?-
PNt S
piruvato * NH, R alicina

Fig. B. Mecanismo de transformacion de la alicina daspués de que el ajo es cortado.
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Dependiendo de las condiciones de extraccion a que sea sometido et ajo, se obtendran
diferentes compuestos como se ilustra en la Fig. 9 (22).

EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS DEL AJO

4
Vapor 1t00°C
_ - —_—
/\/S\s/\/
alcohol etilico y agua
25°C dialiddisulfuro

alicina

Fig. 9. Condiciones de extraccion de algunos compuestos sulfurados del ajo entero.

3.3. Variaciones naturales de los [ sulf; d del ajo.

Todas las especies de ias plantas varian en algun grado en su contenido y/o
caracteristicas las cuales las hacen particulares y unicas, debido quiza a su focalizacién
geografica en el mundo, su composicién estructural, al clima donde crecen, o a simples
diferencias en las variedades e incluso las fechas en que son levantadas sus cosechas,
y al manejo que se les da después de la misma. El tamafo de estas diferencias es
importante, especialmente para la composicion del material vegetal del que se trate
sobre todo si contiene compuestos de los cuales se tiene una minima sospecha de
actividad, es asi como, se les debe dar un seguimiento, ya que son los que
probablemente sean la causa de los efectos farmacoldgicos observados al consumir
dicha especie. Cerca del 85% de la alina y de otros sulféxidos de cisteina de 1a
planta se localizan en el bulbo, mas 0 menos un 12% en las hojas y 2% en la raiz;
mientras ias y-glutamil cisteinas se localizan soélo en los bulbos (3), es por eso que
esta es la parte utilizada para los estudios de investigacién antes mencionados. Es
importante mencionar que las cantidades de alina y de Igs y-glutamil cisteinas
presentes en los bulbos incrementan en las cuatros semanas previas al levantamiento
de la cosecha (28.29). Ademas se encontraron datos de que la alina aumenta cerca del
25% durante el proceso tipico de cura al que se somete |a planta (secado en la sombra
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por jo menos 2 semanas) y que extendiendo las fechas de cosecha normales por
aproximadamente 2 semanas (esperando hasta que las plantas son casi de color café),
incrementa el contenido de estos compuestos cerca del 20% adicional sobre su peso
seco. Por lo tanto, una cuidadosa seleccion de la fecha de cosecha puede ser muy
importante en el estudio de estos compuestos.

En un estudio realizado con 16 especies de ajo de tallo blando (A. sativum var.
sativurm) la variedad que crece en California y el comunmente encontrado en las
tiendas de comestibles o abarrotes y 53 especies de tallo duro (A. sativurm var.
ophioscorodon) se observaron diferencias significativas en los contenidos de alina y de
y-glutamil cisteinas (3), lo cual nos indica que efectivamente existe variabilidad entre las

especies existentes.

3.4. Formacion enzimitica de los ti ifinat: do el ajo es cortado y
triturado.

Cuando los dientes de ajo son cortados, triturados o bien masticados (o cuando el
polvo de ajo seco se hidrata, en un medio no 4acido), los sulféxidos de cisteina que
son poco olorosos e insolubles en solventes organicos, son transformados rapidamente

a una nueva clase de compuestos, los tiosulfinatos, |0s cuales contienen 2 Atomos de
azufre (ya que son derivados de 2 moléculas de suiféxido de cisteina con la pérdida de
piruvato y amonio), y éstos son mas solubles en solventes organicos que en agua, y
ademas son un tanto volatiles, por lo cual esta propiedad los hace responsables del
olor producido inmediatamente después de ser cortados los dientes (2,3).

La conversion de los sulfoxidos de cisteina a tiosulfinatos por accion de las alinasas es
muy rapida en el ajo fresco, ésta se completa en su totalidad aproximadamente 10
segundos (30) en el caso de la alina y en 60 segundos en el caso de la metina. Este
tiempo aumenta moderadamente a 30 segundos y a 5 minutos, respectivamente para
alina y metina en el caso de polvos comerciales de ajo bajo procesos de secado en
horno (18). Los dientes de ajo contienen iguaies cantidades de alina y alinasas. Las
alinasas o alin liasas (E.C 4.4.1.4.), son enzimas complejas, y aunque e! polvo de ajo
sea almacenado por 5 afios se muestra poca peérdida en la formacion de alicina. La
alinasa en un glicoproteina de PM 55,000 y requiere de fosfato de piridoxal como
coenzima. Es una de las proteinas mas abundantes del ajo (31,32) y se encuentra
activa en un rango de pH 4.5-8 (siendo el pH 6ptimo un valor de 6.5) (33). En la tabla 5
se presentan las condiciones experimentales en las que se inactiva la enzima alinasa,
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esto es util para impedir ia formacion de los tiosulfinatos los estudios de estos

compuestos (2.3).

Tabla 5. Condiciones de inactivacion de la enzima alinasa.

« Calentamiento a temperatura de ebuilicién por 15 minutos,
e Calentamiento en homo de microondas (650 W) por 15-30 segundos.
e Valores de pH menores a 4.5.

Parece que el ajo tiene 3 isoformas de la alinasa, una especifica para alina, una para
isoalina y la tercera para metina. L.a ultima enzima parece ser mas sensible al calor
que la segunda isoforma, ya que el secado con calor de las rebanadas de ajo decrece
la tasa de formacién de metil pero no de alii t-propenil tiosulfinatos. Ademas, esta
enzima es inmediata e irreversiblemente inhibida a vatores de pH por debajo de 4.5
(34,35). También es inhibida efectivamente por una soluciéon de amino-oxiacetato 10
mM y por el cocimiento normal de los alimentos (consideremos una temperatura de
100°C), pero es poco inhibida por tos alcoholes. (3). Es asi como al colocar en
ebullicion los dientes de ajo enteros sin petar por 15 minutos, © en un hormo de
microondas (650 W) por 15-30 segundos se inactiva la alinasa. Pero quiza, un poco
de alicina es formada, probablemente por contacto fisico entre los dientes antes de
colocarios a ebullicion, ya que ésto depende del cuidado que se ponga al separar los
dientes ya que puede desprenderse |a cascara que lo envuelve y entonces formarse
una pequena cantidad de tiosulfinatos (18). En la tabla 6 se muestran las principales
soluciones utilizadas para inhibir la enzima e impedir la formacion de tiosulfinatos.

Tabla 6. Inhibidores de la formacion de alicina (2).

Inhibidor Concentraciéon que da 90% Concentracion que da
de 100% de inhibicién

Aminooxiacetato 0.5 mM 10 mM

(carboximetoxilamina)

Hidroxilamina 3 mM 100 mM

L-cicloserina 200 mM >1000 mM

Concentraciones basadas en la cantidad de alicina fomada en 10 minutos después de
suspender polvo de ajo entero en la solucién inhibidora,

La formacion de los tiosulfinatos toma lugar cuando los sulféxidos de cisteina, los
cuales se encuentran almacenados en las células del mesdfilo, se ponen en contacto
fisico con la enzima alinasa por algun tratamiento mecanico (como triturado o cortado
de los dientes) ya que esta ultima solo se encuentra localizada en el saco de células
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la excepcion del anillo aromatico cicloalina (formada por
d los sulféxid de ci son lisad por la

vasculares (36). Con

ciclizacion de la isoalina)
alinasa a la forma transitoria de #&cidos sulfénicos, 10s cuales posteriormente se

autocondensan a la forma de tiosulfinatos. Debido a ia gran abundancia de la alinasa
(10 mg/g de ajo fresco) (37). la formacion de éstos sulfinatos es bastante rapida, por
ejemplo para la alina y la isoalina se han observados intervalos de tiempo de menos de

10 segundos (30) y para la metina cerca de 60 segundos (2,35). Ya que los
tiosulfinatos resultan de la condensacién de 3 tipos de acidos sulfénicos, se pueden
formar un total de 9 tiosulfinatos; sin embargo, sélo se han encontrado y estudiado 8
(Tabla 4). Debido a la abundancia de la alina, el principal tiosulfinato formado cuando
el ajo es triturado es ia alicina, el cual varia en abundancia y alcanza valores de 60-
90% del total de los tiosulfinatos. La mayor parte de la metina es convertida a 2
isémeros de alil metil tiosulfi : alil t: tiosulfinato, y metil 2-
propentiosulfinato, el primero es 2 veces mas abundante que el ultimo (38,39).

3.5. Estabilidad de los tiosulfinatos.
Los tiosulfinatos son compuestos auto reactivos que pueden ser totalmente inestables

reaccionando por diferentes tipos de mecanismos (40), dependiendo de ia polaridad del
medio, la temperatura y concentracion. Sin embargo por accion de una dilucién, por el
aumento de la polaridad del solvente o por la presencia de solventes que enlazan
hidrogeno con el atomo de oxigeno (agua y un poco menos los alcoholes) mejoran
mucho su estabilidad, debido a la formacion de puentes de hidrégeno del agua con el
atomo de oxigeno del compuesto reduciendo asi 1a tasa de auto reaccién de estos
compuestos. Por ejempio, en ausencia de solvente 0 en |a presencia de solventes de
baja polaridad como hexano o dietil éter, la vida media de la alicina a temperatura
ambiente es 2-16 horas, sin embargo, en ajo triturado (0 jugo de ajo) es de 2.4 dias,
aumentando a 22 dias a una dilucion 1:10 con agua y a 60 dias a una dilucion con 1
mM de acido citrico 0 a una temperaturas de 4°C y disminuye a 4 dias en agua a 37°C
(41). En la tabla 7 encontramos los valores de vida media a diferentes temperaturas y

polaridades del medio en que ésta se encuentre.
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Tabla 7. Estabilidad de la alicina en varios solventes (2.3).

Setoente Tenperatora Toerenpo 3 Lidd

[} Mmedia (1)

Agua (0.1-2 23°C 30-40 dias
mg/mL)
Agua -20°C Se pierde 30% en 1
afio
Agua -70°C No hay pérdidas en 2
afios
1 mM acido citrico 23°C 60 dias
Metanol 23°C 48 horas
Cloroformo °C 48 horas
Diclorometano °C 30 horas
Etanol °C 24 horas
Acetonitrilo °C 24 horas
Dietiléter 3°C 3 horas
Hexano 3°C 2 horas

3.6. Composicion del olor del ajo.

La alicina, es el principal constituyente dei olor caracteristico del ajo, que esta presente
s6lo en el ajo fresco picado y en polvo (secado a baja temperatura), no asi en el aceite
destilado o macerado. Ademas de este compuesto, también estan presentcs el metil
atil tiosulfinato y e! alil metil tiosulfinato (otros tiosulfinatos encontrados en menores
proporciones), los cuales también son liberados del bulbo de!l ajo fresco después de
que su tejido es triturado o cortado. Dentro del bulbo de ajo, la alina (inodora) es
almacenada en la células del mesdfilo, las cuales no contienen la enzima alinasa, ésta
se encuentra compartamentalizada dentro de 1a célula y sélo cuando el ajo se somete a
un dafo mecanico, la enzima entra en contacto con ia alina convirtiéndola en alicina, la
cual es transformada posteriormente en los compuestos organosulfurados alilsulfuros o
polisulfuros que son olorosos y altamente volatiles. El ajoene es otro de los productos
de transformacion de la alicina que resuita de 1a combinacion de 3 moléculas de alicina.
La conjugacidn de agentes quimicos toxicos con glutation y conjugados de cisteina, es,
al parecer, la principal defensa celular contra el dafo téxico. Se piensa que la
administracion oral de ajo no presenta efectos toxicos, sin embargo se ha informado en
la literatura casos de reacciones alérgicas al ajo o a otros miembros de |la familia
Allium, tales como la dermatitis por contacto, asma o irritaciéon a la mucosa géstrica 2).

El olor del ajo picado y del aliento después de comerio han sido siempre caracteristicas
de este condimento. Aunque el olor producido al cortar el ajo fresco se debe
principalmente a la alicina, los dialilsuifuros empiezan a aparecer después de 30
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minutos de la realizacion del corte del ajo a temperatura ambiente, mientras que el olor
del ajo cocinado se debe principalmente al dialil y alil metil trisulfuros y en menor
proporcion a sus disulfuros (2,42). Cuando se ingiere el ajo fresco, el olor inicial del
aliento se debe principalmente al alit mercaptano, sin embargo, este representa el olor
retenido en la garganta y desaparece aproximadamente en una hora (43,44). E| olor
que se almacena en los pulmones (45) asciende lentamente y tarda en ser eliminado
mas de 24 horas: y consiste principaimente de alil metil suifuro (AMS) (constituye el
87% de compuestos sulfurados 9 horas después de la ingestion) y dimetil sulfuro
(11%) y se debe al tabol de los ti Ifinat (43,46,47). También se ha
detectado en el aliento al dimetil selenuro (metil-Se-metil) en niveles que le permiten
ser parte de la composicién det olor (43). En un reciente estudio se comprobd que los
componentes del ajo antes mencionados son transmitidos de madre a hijo a través de
la leche materna. En el estudio realizado los bebés mostraron preferencia por la leche
de las madres que fueron alimentadas con una dieta rica en ajo, 10 que no ocurrid con

la leche de las madres que no incluyeron al ajo en su alimentos (48,49).

En la Fig. 10 se encuentran las estructuras de los principales compuestos encontrados
en los dientes de ajo enteros, en los dientes de ajo picados y los obtenidos por

diferentes procesos de extraccion.
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3.7C P sulf d de los productos comerciales del ajo.

Ademas del ajo crudo o cocinado, el ajo es consumido frecuentemente como un
condimento, ya sea como poivo de ajo, como sal de ajo, como ajos en vinagre y
como suplementos en diferentes formas farmaceéuticas (polvo de ajo en tabletas o
capsulas; i lad extraidos por destilacion con vapor; aceites
macerados en capsuia, y tabletas de EAE, capsulas y liquido). La gran mayoria de jos
compuestos encontrados en el aceite de ajo y en el EAE son llamados productos de

transformacion ya que no se encuentran presentes en el ajo fresco entero, sino que son
resultado de la transformacion de los compuestos organosulfurados iniciales.

3.8 Transformacion de {os tiosulfinatos en los pr

Los compuestos en los cuales los tiosulfinatos son transformados dependen del medio
y de la temperatura. En presencia de agua, el DATS, el DADS y el AMTS son los
principales productos (Fig. 10). En el aceite comercial de ajo que se produce por
destilacion por arrastre de vapor empleando dientes triturados se han encontrado 30
diferentes sulfuros, entre los que se encuentran: dialilo (57%), alilmetil (37%) y
dimetil (6%) mono a hexasulfuros, junto con cantidades traza de hepta- y
octasulfuros y pequeiias cantidades de alil 1-propenil y metil 1-propenii di-, tri-, y
tetrasulfuros (50). A temperatura ambiente en solventes organicos, tal como hexano,
éter, o aceites triglicéridos (productos de aceite macerado), se forman 2 tipos de
compuestos adicionales: las vinilditinas que tienen una estructura en anillo y que
constituyen el producto principal (70-80%) y el ajoene (E,Z-4,5,9-tritiadodeca-1,6,11-
triene 9 6xido) que se forma en menor cantidad (12-16%) (50,51). También se forman
algunos alil sulfuros (DATS, AMS y DADS) (4-18%). Excepto para e! ajoene, 9 de los
tiosuffinatos producidos por la transformacion conservan el atomo de oxigeno. Esto
resulta en gran volatilidad (olor) y baja solubilidad en agua; por ejemplo la solubilidad
en agua de la alicina es 1%, mientras que para el DADS es 0.0006% (2,52).

3.9 Cambios por periodos largos de tra {envej )}

Entre los tipos de productos o preparaciones de ajo, el extracto de ajo envejecido
(EAE) vy los dientes de ajo en conserva o vinagre (AV) implican un tratamiento largo
a temperatura ambiente. E| EAE, es elaborado empleando dientes cortados de ajo los
cuales son colocados en una solucion diluida de etanol al 20% por un periodo de
tiempo de 18-20 meses aproximadamente a temperatura ambiente (53,54), mientras
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que los AV permanecen almacenados en vinagre (5% de acido acético), por lo que el
tiempo de incubacién dependera de cuando se consuman los dientes (2). Los cambios
de composicion que toman lugar en estos productos en un periodo superior a 2 afos,
especialmente en el EAE, son considerables, como se muestra en la tabla 8. EI
compuesto sulfurado que no es afectado por el tiempo es la cicloalina.

Tabla 8. Cambios en la composicion de dientes de ajo picados durante el
envejecimiento en 20% de extracto de etanol de ajos picados o de polvo de ajo en
acido acético (en vinagre, conservas).”

Tiempo de incubacion (meses)

COMPUESTO (] i 1 3 I 12 24
Dientes cortados o picados en 20% de etanol (mg/g extracto seco) -
Alina 5.0 H 3.2 2.8 2.9 2.7
Alicina 8.3 4. 0.4 [e] [o]
Alilmetiltiosulfinatos 2.1 1.3 0.4 [¢] [¢]
Alil sulfuros 0.19 0.14 0.12 0.09 0.08
Cicloalina 3.5 3.6 3.5 4.0 3.6
Y-glutamil-S-alil cisteina 12.7 5.8 1.1 0 0
S-alil cisteina 0.2 5.9 7.2 7.1 7.2
y-glutamil-S-1-propenil 15.9 3.4 0.5 [s] [s]
cisteina
S-1-propenil cisteina 0.5 6.7 8.1 6.5 4.4
S-alil mercaptocisteina 0.01 0.6 1.2 1.7 1.9
(SAMC)

Cistina _ 0.07 .5 0.8 0.9 12
Total de los principaies 48 34 26 23 21
compuestos sulfurados _ . . R
Acido glutamico 1.1 9.7 14.2 15.8 16.2
Arginina 25 i 27 28 30 33
Polvo de ajo en §% de acido acéti

Alina 15.3 13.3 12.2 10.4 8.1
Alicina [e] [e] 0 [o] [o]
y-glutamil-S-alil cisteina 11.9 11.1 10.4 8.2 59
y-glutamil-S-1-propenil 8.1 6.4 36 0.7 0.2
cisteina

S-alil cisteina (SAC) 0.3 0.5 0.6 1.2 1.7
S-1-propenil cisteina 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2

*Los dientes de ajo son cortados en pequenas piezas (2 x 2 X 1 imm) y colocados en una
solucién de etanol al 20% (12 mL/g) en un recipieme cerrado y almacenado a temperatura
ambiente, con mt r en los ti P ir Se er on ¢ muy
similares en 3 mL/g y cuando se utilizé agua solamente. El polvo de ajo comercial fue
conservado en almacenamiento en 5% de acido acético en 36 mL/g. El valor de tiempo cero
fue determinado después de 24 horas (3.53).




Los principales cambios observados en ia preparacion del EAE (dilucién con etanol al
20%) son:

La pérdida inicial de alina a la formacion de tiosulfinatos.

La completa peéerdida de tiosulfinatos después de 3 meses (convertidos a
alilsulfuros volatiles los cuales se evaporan casi completamente).

La hidrolisis completa de las y-glutamil cisteinas a las cantidades teoricas de
SAC, S-1-propenil cisteina (el principal compuestos sulfurado presente despues

de 3 meses) y acido glutamico.
También hay sustanciales incrementos en cistina (Tabla 8) y S-alil mercaptocisteina

(probablemente debido a la reaccion de la alicina con los derivados proteinicos de
cisteina). El contenido de SAC permanece constante después de 3 meses, y la S-1-
propenil cisteina (SPC) practicamente no sufre cambios (3).

Cuando el polvo de ajo es mantenido en 5% de acido acético (simulando dientes

enteros de ajo en vinagre, se obtuvieron resultados similares en productos

comerciales), no se forman los tiosuifinatos porque el pH es acido (3.5) y en estas
condiciones se inhibe la alinasa. El medio acido también disminuye lentamente la
hidrolisis de las y-glutamil cisteinas, o que ocasiona una disminucion en la formacion
de las S-alquenil cisteinas, particularmente en los compuestos S-1-propenilos, donde
solo un 2% y un 42% de io esperado para S-1-propenil cisteina y SAC, respectivamene

se encontraron a los 24 meses (3).

Durante la preparacion de los alimentos que contienen ajo, se forman sabores
adicionales, que resultan de la ruptura térmica de los compuestos iniciales producidos
enzimaticamente. Y aplicando calor, algunos compuestos pueden ser perdidos por
evaporacion. Ademas si sobrecalentamos en un medio acuoso se obtienen productos
de hidrolisis. Si los productos de esta ruptura son inestables, se transformaran en otros
compuestos que pueden formar parte del aroma y también para el sabor, sin embargo,
dichas sustancias tienen bajo poder saborizante. En la tabla 8 se muestran los cambios

que sufren los compuestos de ajo durante el envejecimiento.

Ya que la alicina (y otros tiosulfinatos) es muy auto reactiva y su vida media en agua a
temperatura ambiente es de alrededor de 30 dias; sufre hidrélisis para formar dialil
polisulfuros. Para un optimo almacenamiento, la alicina debe diluirse con solucion

acuosa de acido citrico (1 mM) o simplemente con agua puede ser congelada (-20 a —
27



70 °C). Si el ajo es sujeto a una destilacion por arrastre de vapor, una pequefa
cantidad de “aceite de ajo destilado” es recolectado; este aceite consiste ante todo de
dialil polisuifuros y tienen un olor semejante al det ajo, diferente del aroma del ajo
fresco caracteristico de la alicina. El aceite destilado de ajo es algunas veces usado
como sustituto del ajo fresco en las comidas y es el principal ingrediente de un
suplemento liquido llamado “aceite de ajo". Bajo condiciones mas suaves,
especialmente en presencia de aceites comestibies, la alicina es transformada en
ajoene y ditinas. El ajoene y las ditinas tienen actividad antitrombdética, y son
algunos de los compuestos responsables de la inhibicion de la formacion coagulos en

la sangre (17).

Ya que el ajo se consume mas frecuentemente cocinado que crudo, el efecto del
cocimiento en los sabores del ajo, sus productos de descomposicion y sus respectivos
precursores son objeto de nuevas discusiones. Todas las variedades de ajo tienen un
fuerte aroma y sabor cuando son triturados gracias a 10s compuestos con azufre como

ya se menciono anteriormente.

Por exposiciéon con agua hirviendo, la alicina es convertida a los polisulfuros. Si el ajo
es primero picado o triturado y entonces calentado en un recipiente cerrado a 100°C
por 20 minutos toda la alicina producida inicialmente y otros tiosulfinatos son
convertidos en polisulfuros (3).

Cuando aplicamos al ajo temperaturas arriba de los 100°C, la alina se convierte en el
aminoacido cisteina y alcohol arilico y cuando los ajos picados son asados en aceite
caliente por 1 minuto, ja alicina desaparece y permanecen algunos polisulfuros.
Cuando una mezcla de ajo, agua, aceite y salsa de frijol es calentada, la alicina
sobrevive, pero cuando el aceite y la salsa de frijoi son omitidos de ia mezcla, el mayor
contenido de productos sulfurados son polisulfuros; esto nos indica que cuando un
aceite comestible es usado en el cocimiento del ajo, Ia alicina puede sobrevivir
considerablemente al calor moderado (18).

En la Fig. 11 se muestran las diferentes transformaciones en composicion que sufre el
ajo dependiendo del tratamiento al que sea sometido (55).
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3.10. Composicién de los pr

de ajo.

En la Tabla 9, se muestran 20 de los productos de ajo comercializados en |a ciudad de

Meéxico. De acuerdo a la busqueda realizada en diferentes tiendas de (a Ciudad de

Meéxico, solo 4 de lo 20 productos encontrados contienen solo ajo, en los demas casos

éste se encuentra mezclado con otros componentes que pueden poseer propiedades

similares a las de este componente, como es el caso de algunas vitaminas, por lo cual
al evaluar la capacidad antioxidante de dicha mezcla no podriamos asegurar que el

efecto sea producido solo por el compuesto o preparacion de ajo presente.

Tabla 9. Productos comercia

les con ajo distribuidos en Meéxico.

NOMBRE PRESENTACION | TIPO DE OTROS LABORATORIOS COSTO )
COMERCIAL Y DOSIS PREPARACION | ADITIVOS
DE AJO
AJO EN POLVO
Cirkulin Grageas 66 mg Ajo Farmasa Schwabe $80.00
deshidratado S.Ade C.V.
: (Alemania)
! Vita ajo con Grageas Ajo Lecitina de | Mexinatura S.A. de $53.00
i lecitina 500 mg dest d soya V.
. Vita ajo con Grageas Ajo tecitina de | Mexinatura S.A. de $63.00
E lecitina 300 mg deshidratado soya C.V.
Ajo Capsulas Ajo Centro Botanico
deshidratado 400 mg deshidratado Azteca S.A.de C.V.
i GINKGO Grageas Ajo Ginkgo Micrometrix S.A. de | $98.00
H BILOBA 900 mg deshidratado Biloba C.V.
{ Con ajoy Lecitina de Abastecedora de
lecitina de soya productos naturales
soya S.A.de C.V.
Vita ajo Capsulas Polvo de ajo Mexinatura S.A. de $43.00
300 mg deshidratado C.V.
T Arkocapsulas | Capsulas 330 [ Bulbo de ajo Arkopharm S.A. $85.00
mg micronizado (Francia)
Ajo Grageas Polvo de ajo Perejily Nutrisa S.A.de C.V.| 3%24.00
! 100 mg sacarosa
[ AJO CON Grageas Polvo de ajo Perejil Plantas M. Anahuac{ $28.00
i PEREJIL 950 mg S.A.de C.V.
i Garlicina Grageas Polvo de ajo Lecitinade | Tecno Botanica de $38.00
750 mg _ soya México S.A. de C.V.
. AJO-BILOBA | Grageas con Polvo de ajo Ginkgo Naturales de $31.00
recubrimiento Califormnia
entérico Lecitina de
I 250 m soya
Grageas Polvo de ajo Perejil Golden Harnest, $18.00
i

l Grajofornt

S.A.deC.V. |

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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i NOT o ENTACION | 7 TiPODE T OTROS | LABORATORIOS | coSTO™
 COMERCIA Y posis PREPARACION | ADITIVOS
: DE AJO
¢ Grajofort Grageas Polvo de ajo Perejil Golden Harnest, $18.00
L Lecitina de S.A.deC.V.
soya
EXTRACTO DE AJO
Garlivit Tabletas Extracto de ajo | Vitamina 8, | Modern Research $29.00
| 1600 ng (equivalente y vitamina de México S.A. de
1600 pg de B2 Cc.V.
alicina
Ajovit Perlas Extracto de ajo| Aceite de Gelcaps S.A. de $31.00
Plus 495 mg deodorizado en | soya, aceite C.V.
polvo vegetal,
(equivalente a cera de
310 mg de ajo abeja y
fresco) fecitina de
soya
Ajo capsulas Extracto oleoso Aceite Laboratorios Go#i's | $30.00
Vigorysa de ajo vegetal de R.L. de C.V.
(¢4 m 298 mg
equivalente a
500 mg de
buibo fresco de
ajo)_
AJO ULTRA Peras Extracto de ajo Aceite Gelcaps S.A. de $48.00
500 mg deodorizado vegetal Cc.V.
Lecitina de Abastecedora de
{ soya productos naturales
H Cera de S.A.deC.V.
i abeja
NATURATE Capsulas Extracto de ajo| Aceite de Herbario México $25.00
Ajo San cartamo S.A.de C.\V.
400 mg Vitamina E
ACEITE DE AJO
i Ajovit Capsulas Aceite de ajo Perejil Gelcaps S.A. de $27.00
Con perejil (equivalente a C.V.
560 mg 325 mg de
bulbo fresco de
ajo)
Ajovit Capsulas Aceite de ajo Aceite de Gelcaps S.A de $25.00
0.495¢g (equivalente a soyay c.V.
325 mg de oleoresina de
i bulbos frescos Papikra
i de ajo) . B
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En la Fig. 12 se muestra algunos productos comerciales gue contienen como principal

AJO-BILOBA

Fig.12 Productos que como pr pal componsnte el ajo.

En la tabla 10 se compara la composicion de algunas de los productos comerciales de
ajo en USA. Como se puede ver el rango de concentracion de los compuestos
individuales es muy amplio, lo que indica que hay una gran variacion en la composicion
de los suplementos con ajo. Esta variacion es menor en productos estandarizados que
en productos no estandarizados, en productos con polvo de ajo que en aquellos que
contienen aceite, {0 que refleja quiza diferencias en las practicas de manufactura o la
complejidad del extracto de que se trata, e indica la necesidad de stiquetar en el
producto su composicion exacta. El analisis también demostré que en {a mayoria de los
casos los productos que especifican su contenido, efectivamente cumpien con lo
marcado en la etiqueta (3).
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Tabla 10. Principales compuestos sulfurados del ajo entero, del ajo en vinagre
(conserva), del polvo de ajo y de suplementos de ajo* (3).

PRODUCTO CONSTITUYENTE Y CANTIDAD COMPUESTOS
(mglg producto) DERIVADOS DE
ALINA®
Dientes de ajo Alina (10:6-14), 4.8(3.5-8)

y-glutamil cisteinas®(10:5-15)
rendimiento de alicina(3.5:2.5.5.1)

Dientes en|Alina(3.4:2.0-4.2), 0.0
conserva (AV) y-glutamil cisteinas (3.3:3-4)

Polvos? para[Alina (11.5:10-17), y-glutamil cisteinas (26:12-35),] 7.3 (4-11)
condimento rendimiento de alicina(4.5:3-7)

Polvos® para |Alina (21:7-29), 12.5(4-17)
tabletas y-glutamil cisteinas(29:14-40)

rendimiento de alicina(8.5:3-11)
Polvo de tabletasfAlina (13:7-24), y-glutamil cisteinas (22:7-32), | 5.6 (1.4-12)
:9)

(estandarizado) rendimiento de alicina (4.2:1.3-8

Polvo de tabletas|Alina (7:0.4-14), y-glutamil cisteinas (12:2-31) 2.6 (0.1-8)
no estandarizado Rendimiento de alicina ( 1.9:0.1-5.7)

Capsulas de aceite | DADS (1.0:0.05-2.8), 38 (0.211)

por destilacion por|DATS (0.7:0.04-2.0),
arrastre de vapor Alilmetittrisulfuro (0.6:0.03-1.7)

Capsulas de aceite [ Vinilditinas (1.1: 0.1-4.7), 1.5 (0.4-6.0)
obtenido por|Ajoene (0.2:0.02-1.1),

maceracion DATS (0.11: 0.02-0.45)

Tabletas/capsulas {Alina (0.3: 0.2-0.4), 0.15 (0.1-0.2)
con EAE y-glutamil cisteinas (0.34:0.2-0.5),

y-glutamil-S-alil cisteina (0.25:0.1-0.4),
S-alil cisteina (0.6: 0.5-0.7)

S-alit mercaptoci a (0.15: 0.1-0.2)
*los valores que estan reportados en negritas son I0S que se encuentran principalmente para
varias marcas, 0O lotes de una sola marca (extracto envejecido) de cada tipo de producto (2).

® los compuestos derivados de alina incluyen alicina y otros aliltiosulfinatos (después de la
adicion de agua), alilsutfuros, vinilditinas, ajoene, y S-atil mercaptocisteina.

€ los valores de y-glutamil cisteinas para todos los productos es |a suma de los compuestos
S-alil y S-trans-1-propenil.

¢ al comparar 10s polvos y dientes de ajo, dividir los polvos entre 3 ya que los dientes contienen
65% de agua.

3.10.1 Productos con polvo de ajo.

El polvo de ajo es el producto que mas se asemeja en su composicién a los dientes de
ajo fresco, ya qQue solo ha sido deshidratado a bajas temperaturas (50-60°C) y en las
cuales solo hay una pérdida de 5-15% de rendimiento de alicina (2,3); sin embargo, la
cantidad de alina presente puede variar considerablemente dependiendo del
procedimiento de secado al que hayan sido sometidos los dientes de ajo. Esto es,
dependiendo del métode usado en el picado y manejo de los dientes de ajo; las
rebanadas pueden secarse rapidamente si son muy delgadas, pero entre mas fino es el
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rebanado, |la alina se pierde. De aqui que los polvos de condimento tienen un contenido
de alina (o rendimiento de alicina) que esta comunmente cerca de 50% mas que el de
tos polvos usados para realizar la calidad de estandarizacion de alina/alicina (2,3). De
29 marcas de suplemento en polvo de ajo comparadas recientemente en Estados
Unidos, solo 11 declaran su rendimiento de alicina. Este rendimiento de alicina en los
productos con polvo de ajo es estable, es decir, en un promedio de 5 afios se pierde
aproximadamente el 36% de alicina (3).

Un aspecto importante en ia calidad de los productos con polvo de ajo es |la capacidad
para que se forme alicina después del consumo. dado Que la alinasa es rapida e
irreversiblemente inhibida por el ambiente acido comunmente encontrado en el
estémago (pH 1.5-3.0) (35,41,56,57). Cuando los dientes de ajo son consumidos, la
formacidn de alicina es casi espontanea, aproximadamente después de 6 segundos de
ser masticado el ajo, pero esto debe ser antes de alcanzar el estomago. Por lo tanto, es
esencial que los productos con polvo de ajo sean protegidos con algun protector o capa
enteérica. Lo que también ademas ayuda a disminuir el olor del aliento porque retarda la
formacion y liberacion de cualquier alilsulfuro hasta que la tableta pasa por el
estémago. Alrededor de 2/3 de los Estados Unidos demandan suplementos con polvo
de ajo con algun tipo de recubrimiento entérico resistente atl acido (3).

La efectividad de jos productos que contienen alicina en el cuerpo es mejor estimada
como el “rendimiento efectivo de alicina”, el cual esta definido como /a cantidad de
alicina formada bajo condiciones gastrointestinales, o en términos mas especificos
como:

La cantidad de alicina formada (o alina consumida) después de que los productos han
sido agitados a 37°C en un medio de fluidos gastricos simulados (pH 1.5) por 1 h,
seguido de la adicién de fluidos intestinales (pH 7.5) y continuando con la agitacion por
2 h (3).

De 20 productos probados en EUA se encontré que, 8 marcas tenian un rendimiento de
alicina mayor de 1%, mientras que solo 6 tuvieron rendimiento efectivo de mas de 70%.
El rendimiento efectivo de alicina deberia ser el estandar de calidad para los
suplementos de poivo de ajo (2,3).

3.10.2 Praductos con aceite de ajo.
A diferencia de la mayoria de los aceites encontrados en las plantas, el aceite de ajo no
se encuentra presente como tal en los dientes de ajo. Es el resultado de la conversion

de los tiosulfinatos solubles en agua de los dientes de ajo triturados s sulfuros
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solubles en aceites, por el uso de vapor o bien por maceracioén, por lo que
erroneamente se le ha {lamado aceite esencial ya que son estrictamente productos de
transformacion debido a los tratamientos o condiciones a que es sometido ef ajo.

La destilacion por arrastre de vapor de aceites de las plantas ha sido utilizada desde
hace 150 afios y es muy comun, mientras que Jos aceites obtenidos por maceracion
son poco conocidos en algunas zonas de Europa, y también en Estados Unidos (solo
hay 3 marcas conocidas) (2,3).

Los productos que contienen aceite de ajo, se encuentran muy diluidos en otros aceites
naturales como aceite vegetal, para conseguir una concentracion final de compuestos
organosulfurados equivalente a la cantidad encontrada por diente de ajo. Este aceite se
ha obtenido a nivel industrial la mayor parte por destilacién por arrastre con vapor, y en
menor proporcion por procesos de maceracion, un ejemplo de esto es el producto Ajo
Vigorysa®, el cual contiene 2 mg de aceite de ajo equivalente a S00 mg de buibos de
ajos frescos diluido con 298 mg de aceite vegetal (3). Actualmente por destilacion no se
obtienen cantidades especificas de alilsulfuros, pero 8 de 22 marcas en Estados
Unidos reportan una cantidad especifica de aceite de ajo puro (3). De 11 marcas de
aceites obtenidos por maceracion, solo uno reporta su composicion exacta. Los
aceites, productos de destilacion, son estables por lo menos 5 afios, mientras que los
aceites macerados o envejecidos tienen una estabilidad de airededor de 18 meses
(2,3).

Los principales compuestos son: los tiosulfinatos derivados principaimente de alina
(95%), de aqui que la calidad de ios aceite de ajo representa mucho de la actividad
farmacologica del ajo triturado y es util en las evidencias mostradas propias de la
alicina. Hay un registro de la composicién del aceite de ajo utilizado en un estudio, en el
cual obtuvieron por destilacion por arrastre con vapor el aceite de ajo, donde las
proporciones reportadas de los componentes fueron las siguientes: DAS 10%, DADS
40%, y DATS 35% (58).

3.10.3 Extracto envejecido de dientes de ajo en vinagre (AV).

Los extractos envejecidos representan un intento exitoso para eliminar el olor
caracteristico del ajo (de los tiosulfinatos). Sin embargo muchos de los compuestos
sulfurados del ajo se pierden en el proceso. Sus métodos de preparacion y los cambios
quimicos que toman lugar durante el periodo de envejecimiento se describieron
anteriormente. Son vendidos tanto en forma seca, como liquida conteniendo 10% de
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etanol. Aunque los cambios mas significativos ocurren con ia mayor parte de los
compuestos organosulfurados durante este periodo, la cantidad total de S-alquenil
cisteinas (SAC, SAMC y SPC) aumenta considerablemente. Es asi, como los productos
comerciales de EAE debieran especificar su contenido de S-alil cisteina.

Poner en vinagre l0s ajos inactiva a la enzima alinasa y previene la formacion de
tiosulfinatos, es decir, del olor, solo con un pequeio consumo del compuesto original
sulfurado (alina). Por lo tanto, los dientes comerciales en vinagre tienen un contenido
total de SAC de cerca de 22 uymoles/g en peso seco. La mayor parte de |o perdido se
debe a la difusién dentro de la soluciéon de vinagre. El método mas corto y simple para
eliminar el olor del ajo al elaborar un producto, es en el cual se pierda o haya poca
pérdida de compuestos sulfurados y puede ser alcanzando el cocimiento de todos los
dientes ya sea en vapor, horno de microondas, o hirviendo para inactivar la alinasa
antes del consumo o antes del secado y entonces pulverizario. Sin embargo los
productos obtenidos con la alinasa inactiva, producen poco olor, y Sobre todo no
olvidemos que no poseeran algunos de los efectos benéficos del ajo fresco debido ala
falta del rendimiento de los tiosulfinatos obtenidos (3).

3.11. Absorcion y metabolismo de los compuestos organosulfurados del ajo

2Qué le sucede al sabor del ajo y a sus constituyentes después de que es
ingerido?

Actualmente se tiene muy poca informacion acerca de la absorcion, metabolismo y
excrecion de los compuestos sulfurados del ajo, |0 que impide determinar el
mecanismo de accion de dichos compuestos en el organismo. Por ejemplo, se conocen
las formas metabdlicas de la alicina responsable de su efecto terapéutico, y se han
realizado estudios in vitro para determinar el posible mecanismo de accion, ya que esto
es importante y ha limitado en gran medida su uso. Ademdas no se han detectado los
marcadores de los compuestos sulfurados del ajo en la sangre humana.

Sin embargo, se sabe que la alicina se absorbe muy bien, indicado esto por un olor
persistente en el ali , piel o liquido amnidtico (59) en las personas despueés del
consumo del ajo crudo o fresco. En un estudio en animales a los cuales se les
administré oralmente 3°S-alicina se encontré6 que se absorbié el 79% de este
compuesto en aproximadamente 30-60 min después del consumo y que se excreto en
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ia orina el 65% de los metabolitos de la alicina dentro de 72 h (60). Ademas la actividad
antitrombotica del ajo crudo o fresco (debida a la alicina) es |la misma en ratas si se
administra intraperitoneal u oralmente (61). Adicionalmente se demostré la absorcién
sustancial de alicina en personas después la ingestion orat deli compuesto puro lo cual
se asoci® con un incremento significativo en el catabolismo global de los triglicéridos.

El destino metabdlico de la alicina en el cuerpo no se conoce, por lo que en la
actualidad es un campo importantisimo de investigacion.
En la Fig. 13 se muestran las posibles vias de metabolismo de los principales

compuestos del ajo en el cuerpo humano.

CONOCIMIENTO ACTUAL DEL DESTING METABOLICO DE ALICINA EN HUMANOS

proteinas S-alilmercaptocisteina

de la dieta /\/S\s/\|/ COOH o °
1]
NH 2?7?27 |l e
cisteina ? ZF~~S"" OH /\/“ OH
(o]
Acido alilsulfinico .
tumen células acido 3
intestinal sanguineas alilsulfénico
b en otra
I parte
/\/S\s/\/ células sanguineas (90%) SAH
P o epiteliales SA\'\: P
Sirt S
N o TN CH,
abreviaciones: alilmercaptano (10%) alilmetilsulfuro

SAM= S-adenolsilmetionina
SAMH= S-adenolsilhomocisteina

Fig. 13. Conocimiento actual dei destino metabdlico de alicina en humanos.

Ni la alicina ni sus productos de transformacion como los dialilsulfuros, vinilditinas y el
ajoene, se encuentran en la sangre y la orina, tampoco puede ser detectado el olor en
las heces después de consumir grandes cantidades de ajo (debajo de 25 g), o de
alicina pura (60 mg) (62), indicando que es rapidamente metabolizada a nuevos
compuestos; sin embargo, ios metabolitos de alicina en el organismo no se han
identificado todavia. La excepcion a esta afirmacion es ia presencia de alil metil
sulfuros (AMS) y de DADS en cantidades mucho menores en el aliento después del
consumo de ajo (43,46). Lo que confirma que estos sulfuros son originados de los
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tiosulfinatos, con.un consumo del 10% de alicina, mas que de otros S-alil
compuestos en el ajo y demostrando que el grupo metilo viene del organismo.
probablemente como producto de la reaccion entre alil mercaptano y S-
adenosilmetionina. En este estudio (3) también se encontré que cuando el ajo es
cocinado en microondas no se produce AMS en el aliento, lo que demuestra que el
grupo afilo puede venir solo de los alil tiosulfinatos y no de la alina o y-glutamil-S-alil
cisteina. En sangre humana entera, la alicina es metabolizada rapidamente por las
células sanguineas a alil mercaptano (alil-SH) (11,62). En {a tabla 11 se muestra el
destino final de la alicina y de sus derivados en sangre.

Tabla 11. Destino final de la alicina y de sus compuestos derivados en sangre® (3).

Compuesto (0.5 mM) Vida media en sangre Productos de reaccion
{minutos) {moles / mol de compuesto)
Alicina <1 Alil-SH (1.6)
Ajoene 1 Alil-SH(0.8
S-alil mercaptocisteina 3 4_ _Al
Dialiltrisulfuro 4
Dialildisulifuro 60
Dialiisulfuro NR
1,2-vinilditina 15 Desconocido
1,3-vinilditina NR
Alil-SH NR
_._ Alina e

2 en sangre entera fresca guardada a 37°C :13 6263).
NR (<10 reduce en 2 h).

Esto también parece ocurrir en las células epiteliales de la garganta, ya que el consumo
del ajo triturado resulta casi de inmediato, en 15 s, en presencia de alil-SH en el aliento
(43,44). Sin embargo, es probable que el alil-SH no sea el unico metabolito de la
alicina, ya que este es un compuesto altamente oloroso y no se ha encontrado en
determinaciones cuantitativas en sangre, heces y orina ya que después del consumo
oral de 150 mg de alil-SH, solo se detectd en aliento, por otros detectores mucho mas
sensibles que el sentido del olfato. Buenos candidatos de los metabolitos activos de la
alicina después de la formacion de alil-mercaptanos pueden ser: el &cido alilsulfinico
(acido 2-propensulifinico) o écido alilsulfonico (2-propensulfénico). Esta propuesta
se basa en el hecho de que la cisteina, el cual tiene un grupo tiol, es metabolizada en
el cuerpo a p-sulfinilpiruvato (un acido sulfinico), y menores cantidades de taurina (un
acido sulfénico). Ademas, se ha demostrado en ratas tratadas con **S-alicina que la
mayoria de los metabolitos marcados son altamente polares, indicando que se han
oxidado (60), y que la alicina se metaboliza a fos dialil sulfuros los cuales se
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transforman completamente en |a ratas a sus productos oxigenados, el dialil suiféoxido
{DASO) y el dialil sulfona (DASO;) (64).

Muchos de los productos de transformacion de la alicina estan presentes en los
aceites comerciales del ajo, y también son metabolizados inicialmente a alil-SH (ver la
tabla anterior), Esto es una observacion importante porque indica que los estudios
farmacolégicos con aceite de ajo, el cual contiene casi exclusivamente compuestos
derivados de alicina, estan directamente implicados en los efectos que la alicina tiene
en el organismo.

La alina proveniente del ajo cocinado es absorbida y excretada rapidamente y puede
ser parcialmente metabolizada a DADS en higado de animales experimentales
(53,60,65). pero esto no pasa en humanos, porque el consumo abundante de alina no
resulta en la presencia de alilsulfuros en el aliento. Y ya que las y-glutamil-S-alquenit
cisteinas son estructuralmente similares al glutation, y son probablemente absorbidas
intactas y después hidrolizadas en el rifion por la y-glutamil transpeptidasa a SAC y S-
1-propenil cisteina. Se han encontrado metabolitos de estos compuestos en orina
humana después del consumo de ajo e incluyen, entre otros (54,66): la N-acetil-S-alil
cisteina, la N-acetil-S-(2-carboxipropil) cisteina, la WN-acetil cisteina, y el acido
hexahidrohipurico. La cantidad de WN-acetil-S-alil cisteina encontrada en la orina
recolectada durante 24 h representa 25 moles% (3) de la y-glutamii-S-alil cisteina
consumida (67).

En un estudio sobre el destino metabdlico de grandes dosis de SAC en tres diferentes
especies de animales (ratas, ratones y perros) se demostrd que es absorbida
rapidamente y en concentraciones iniciales altas en varios tejidos, especialmente en
rinon y en menor proporcion en sangre (66). Su vida media en el plasma sanguineo es
de 0.8-10.3 h y la distribucién urinaria de los metabolitos varia enormemente entre los
tipos de animales. El estudio demostré que la biodisponibilidad de SAC disminuye
proporcionalmente con la dosis, se reporta un 898% con una dosis de 50 mg/Kg de peso
corporal, 77% con 25 mg/Kg y 64% con 12 mg/Kg. La biodisponibilidad de SAC es muy
pequeria, ya que si se consumen 5 g de ajo no se obtienen cantidades de SAC
mayores a 0.05 mg/Kg (2).

3.12. Resumen de la evid: ia de 108 P ) 1 activos del ajo.
Hasta aqui hemos visto, que los tiosulfinatos son los principales compuestos del ajo
responsables de proveer las diferentes actividades terapéuticas, en los niveles
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normales del consumo de ajo (2-4 g/dia). La alicina es el mas importante de los
tiosulfinatos y se forman al cortar y/o triturar un diente de ajo y se asocia mas con las
actividades antioxidantes, antitromboticas y antimicrobianas que otros tiosulfinatos
(23.62). Existen fuertes evidencias que indican que los tiosulfinatos son responsabies
de los efectos antimicrobianos e hipolipidémico/hipocolesterolemiantes del ajo., y
también parecen ser los responsables de los efectos antioxidantes e hipoglicémicos;
ademas de los efectos anticancerigenos y de estimulacion inmune, pero no hay
evidencia de que posea efecto hipotensivo (tabla 12).

Tabla 12. Resumen de los principales compuestos esenciales de los dientes de ajo y
sus efectos farmacoldgicos en los niveles normales de consumao.

EFECTO BUENAS EVIDENCIAS ALGUNAS EVIDENCIAS

Antimicrobiano Alicina/ tiosulfinatos

Hipolipidémico Alicina/ tiosulfinatos

Hipotensivo Desconocido (no tiosulfinatos) y-glutamil cisteinas,
fructanos

Antitrombético Alicina/ tiosulfinatos

Fibrindlisis Alicina/ tiosulfinatos Cicloalina

Antioxidante Alicina/ tiosulfinatos

Anticancerigeno Desconocido y tiosulfinatos v-glutamil cisteinas

Efectos en el sistema inmune Desconocido y tiosulfinatos

Esto no quiere decir que todos los efectos del ajo se deban solamente a los
tiosulfinatos, ya que existen otros compuestos presentes en el ajo, que no tienen una
actividad significativa en los niveles encontrados en ilos dientes de ajo y en el ajo
picado. Asi mismo, en los productos de ajo, solo los compuestos derivados de alina y
de alicina tienen la mayor actividad reportada. Ademas, la SAC, la adenosina, las
saponinas y la porcion proteica, posiblemente tengan alguna actividad terapéutica, pero
los niveles en los que se encuentran normalmente en los dientes de ajo, son muy
pequefios para tener una actividad importante. En el caso de |as y-glutamil cisteinas y
fos fructanos, son mucho mas abundantes y son buenos candidatos para reali
futuras investigaciones aunque solo se han realizado algunos estudios in vitro. En la
actualidad se estan realizando mas estudios farmacoloégicos con fracciones de ajo de
composicion conocida en diferentes areas, los cuales en su mayoria estan conducidos
hacia los efectos anticancerigenos y sobre la actividad en el sistema inmune, asi como
del efecto cardioprotector de algunos compuestos, investigaciones que quiza podrian
conducir a la identificacion de compuestos aun no conocidos (2,3).
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4. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LOS COMPUESTOS Y/O
PREPARACIONES DEL AJO.

4.1. Especies reactivas de oxigeno.

£] oxigeno es reducido de manera completa a agua por el complejo de ta citocromo
oxidasa. esta reduccion es conocida como tetravalente por el hecho de que la moiécula
de oxigeno acepta 4 electrones y no se liberan especies reducidas incompletamente de
dicho complejo enzimatico (Fig.14). Alrededor del 95% del oxigeno utilizado por los
organismos aerobios es reducido compietamente por via tetravalente. Menos del 5%
de! oxigeno es reducido incompletamente por la via univalente, ya que aceptade 1 a3
electrones. Las especies generadas por medio de esta via se conocen como especies
reactivas de oxigeno (EROs) (68,69). Entre éstas se encuentran: el radica!l o anién
superoxido (O2*) y el radical hidroxilo ( ® OH), ademas del peréxido de hidrogeno
(H202) que, aunque no es un radical libre en si, es importante ya que es el principal
precursor del radical hidroxilo, el radical libre mas téxico y reactivo (69-71).

Complejo citocromo oxidasa

1
e e + 2H" e+ H e+H ¥
0 —» O —» H0, oH-—* H0

HO

Fig. 14 Vias univalente y tetravalente para la reduccion del oxigeno (70).

Los radicales libres (RL) en condiciones especificas y a concentraciones determinadas,
son dafinos para las células y los tejidos ya que oxidan diversas moléculas biologicas
como las proteinas, lipidos, acidos nucleicos y carbohidratos (Fig 15) (71). Sin embargo
tambien cumpien con funciones biolégicas importantes como la fagocitosis (72),
oxidacion de xenobidticos, o bien en las plantas participan en procesos de maduracion,
envejecimiento y la respuesta al dario tisular (68).

Es por ello que los organismos cuentan con un sistema enzimatico antioxidante, a
través del cual son capaces de metabolizar |las especies reactivas del oxigeno. Cuando
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se rompe el equilibrio entre las EROs y el sistema de defensa antioxidante, sobreviene
la disfuncion local o generalizada comiunmente denominada ESTRES OXIDATIVO.

Existe una variedad de condiciones patolégicas en las que se cree que estan
involucradas las EROs, como por ejemplo: cancer, artritis reumatoide, enfermedades
respiratorias como fibrosis pulmonar, aterosclerosis y enferrmedades mediadas por
complejos inmunes, entre otras (71). En la Fig. 15 se muestra la respuesta al dafio

oxidativo causado por las EROs.

RESPUESTA AL DANO OXIDATIVO (70,71).
ERO
Moléculas bi tei ADN, ARN, lipidos, CHO’s

pr

Respuesta celular:
Activacion de moléculas sefial; factores de transcripcion

Induccion de genes en respuesta al estrés oxidativo: enzimas de reparacion
Inhibidores de proteasas
Protelnas antioxidantes

Final biologico
A\ 4
Adaptacion Citotoxicidad/ muerte celular

v

Mantenimiento de la funcién normal

Proliferaciéon aberrante

Fig. 15. Esquema de i|a respuesta al dafio oxidativo.

4.1.1 Formacién de las especies reactivas de oxigeno.

Las principales especies reactivas de oxigeno son:

4.1.1.1 Anién superéxido (Q2").

Es la primera especie reactiva de oxigeno formada durante la reduccién univalente del
oxigeno (68). Se forma cuando el oxigeno molecular recibe un solo electréon (Tabla 13).
Bajo condiciones normales el O;", es producido en bajas concentraciones por el
metabolismo celular, por autooxidantes de hidroquinonas, leucoflavinas, catecolaminas,
tioles, tetrahidopterinas y hemoglobina; también los citocromos Pusso y b5 localizados en
el reticulo endopiasmico generan O.", por autooxidacién, ambos citocromos presentan
una gran actividad en presencia de NADPH (citocromo Pusp ) © NADH (b5). En todos los

casos el producto primario formado es O;". Numerosas enzimas {ocalizadas en el
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citosol, mitocondria y peroxisomas, asi como en ia membrana plasmatica, generan
ERO durante su ciclo catalitico. La xantina oxidasa, que esta presente en el rifion,
genera O durante el catabolismo de las bases puricas. La mayor parte de la ERO

producidas por la mitocondria provienen de la cadena de transporte de electrones

localizadas en el interior de la membrana. Los peroxisomas contienen altas

concentraciones de oxidasas que pueden ser fuente de ERO (73), entre otros. El anion
superoxido también se origina durante la descarga respiratoria de los procesos
fagociticos de las céiulas de defensa inmunoldgica, a través de un complejo enzimatico

denominado NADPH oxidasa (70).

Tabla 13. Fuentes de anion superdxido en l0s organismos vivos (69).
Fuente enddgena Transporte de electrones en la mitocondria, cloroplastos, y reticulo

endoplasmico

Enzimas oxidantes: xantina oxidasa, galactosa oxidasa,
mor 10 i a, ftrip 10 oxigenasa, ciclooxigenasa y
lipooxidasa.

Celulas fagociticas: neutrofilos, monocitos, macréfagos,
eosindfilos, células endoteliales.

Fuente exégena Auto idacion de minas, metabolismo del ion hierro,
tioles, hemoglobina.

Oxidacion de compuestos redox: paraquat, antraciclinas, aloxano
Oxidacion metabolica de paracetamol, tetracloruro de carbono, etc.
Radiacién ionizante, luz Uv.

Quemaduras y otros traumas

4.1.1.2 Perdxido de_hidrégeno (H;0:).

Se genera por la accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD) sobre el anién Oy

En solucion acuosa, el O>™ dismuta de manera espontanea (74) generando H;O: y
oxigeno singulete.

Estrictamente el peroxido de hidrogeno no es un radical libre porque no posee
electrones desapareados, sin embargo al participar en la reaccién de Haber-Weiss
(reacciones 1 y 2), genera radicales hidroxilo o interactida con halégenos y el sistema
mieloperoxidasa para producir acidos como el acido hipocloroso, acido hipobromoso,

etc. (reaccién 3) (75.76).

2 O + 2H* — H0: + 02 1) J

O + HO» . OH + OH + O (2)

Produccion de acidos derivados de halégenos por el sistema de mieloperoxidasa

(MPO)

HO0; + 2X —Moe 2 HXO
Donde X= halégeno




4.1.1.3 Ragical hidroxilo (OH" ).

Se genera por la ruptura del enlace oxigeno-oxigeno del H:O. lo cual da como
resultado 2 radicales hidroxito, también puede formarse por la reaccion de Haber-Weiss
© por ja reaccion de Fenton:

Reaccion de Fenton:

[e 3 + M" —s O, + M !
M + HO; —» M" + OH + OH

Donde M es un metal de transicion como Fe> o Cu®*,

Por otra parte el anién superdxido puede reaccionar con el dxido nitrico generando el
peroxinitrito (ONOO"), el cual al hidrolizarse se escinde en una molécula de radical
hidroxilo ¥y una de bioxido de nitrégeno (77).

Via de generacion det radical hidroxilo a través del peroxinitrito

O + NO* — ONOQ® + H* —» OH" + NO;

4.2 Enzimas antioxidantes.

4.2.1 SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) (6xido reductasa EC 1.16.1.1).
Las SOD son metaloenzimas que catalizan la conversion del Oz° para dar oxigeno
molecular y H,O». Fue descrita por primera vez por McCord y Fridovich en 1969 (78):
20" + 2H" —=92» O, + H0: i

En las ceélulas eucaridticas existen tres isoformas de SOD. Todas son producto de
genes nucleares diferentes y se sintetizan en los ribosomas citopldsmicos (79). Dos de
estas isoformas contienen en sus sitio activo Cu y Zn, y ia tercera contiene Mn. Una de
las isoformas de Cu y Zn se {ocaliza principalmente en el citosol aunque también se
encuentra en los lisosomas, nucleo y en menor cantidad en peroxisomas y espacio
intermembranal mitocondrial (80), tiene estructura dimérica con un peso de 17 kda por
subunidad (81,82). La otra isoforma de Cu y Zn es extracelular y fue descrita por
Markiund en 1982; su peso molecular en el humano es de 135 kDa y tiene estructura
tetramérica (83), se localiza en fluidos como el plasma, liquido sinovial y linfa. Se ha
sugerido gque su sitio de sintesis son las células endoteliales y que cuando esta unida a
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ellas funciona como una cubierta protectora, posee afinidad por la heparina (84) y
contribuye de un 0.5-20% de la actividad total de la SOD (83). Esta isoforma en la rata
esta constituida por 2 subunidades, su peso molecular total es de 85 kDa y al contrario
que la forma tetramérica, no posee afinidad por ila heparina (84). La tercera isoforma de
SOD, también es un tetramero. contiene un atomo de Mn por subunidad, se {ocaliza en
{a matriz mitocondrial, y tiene un peso molecular total de 80 kDa (80). En la tabla 14 se
muestran la caracteristicas de la isoformas de SOD.

Tabla 14. Caracteristicas de las isoformas de SOD (70).

isoforma Localizacion Estructura Peso moliecular
total

EeC Cu-Zn/SOD Extracelular Dimero 85 kDa
(rata)
EC Cu-Zn/SOD Extracelular Tetramero 135kDa
(humano)
Cu-Zn/SOD Citosol Dimero 34 kDa
Mn/ SOD Matriz mitocondrial ___Tetramero 80 kDa

4.2.2 GLUTATION PEROXIDASA (GSH-Px) (glutation: H20;

oxidorreductasa, EC 1.11.1.9).

Et H202 producto de la reaccion de la SOD, es transformado a agua por una
hidroperoxidasa como 1a GSH-Px, descrita por primera vez por Mills en 1957. Esta
enzima contienen un atomo de selenio en su sitio activo y cataliza la descomposicion
del H,O: o de otros peroxidos organicos con la oxidacion concomitante del glutation
reducido (GSH) a giutation oxidado (GSSG), el cual es a su vez reducido a GSH por fa
glutation reductasa (GSH-Rx), en presencia de NADPH formando un ciclo redox e
impidiendo que se agoten las reservas de GSH (85,86). El NADPH es regenerado a
partir de NADP®, por la accién de las enzimas: malica, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa.

1. ROOH + 2GSH _GSHEx 5, ROH + H,0 + GSSG ;

2. GSSG + NADPH + H __ _GSHRx , 2GSH + NADP*

Se conocen la siguientes isoformas de ésta y algunas de sus caracteristicas son (tabla
15):
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a)

b)

<)

d)

GPx- citosdlica: (cGSH-Px): Es una enzima tetrameérica que solo tiene
actividad antioxidante en casos de un incremento de peroxido de hidréogeno y de
hidroperdxidos de lipidos, pero muestra baja actividad sobre hidroperoxidos de
fosfolipidos y colesterol.

GSH-Px-extracelular: (pIGSH-Px). Es una enzima glicosilada, se sintetiza en
riion y pulmoén, su ARNmM se ha encontrado en ceélulas de epitelio tubular
proximal y en céfulas parietales de la capsula de Bowman (87). Sin embargo, su
funcion no ha sido bien establecida ya que su sustrato (GSH) esta en muy bajas
concentraciones (0.3 uM) en el plasma (88,89). Esta constituida por 226
residuos de aminoacidos (90).

GSH-Px gastrointestinal (giGSH-Px). Se localiza principalmente en el tracto
gastrointestinal de los roedores y en el humano también se ha encontrado en el
higado y colon (85,89). Se piensa que tiene un papel de proteccion en el sistema
inmune contra efectos adversos en Ja ingesta de hidroperoxidos (88).

GSH-Px de fosfolipidos (EC 1.11.1.12) (PIGSH-Px). Es una hidroxiperoxidasa
de fosfolipidos, esta unida a membranas intracelulares y tiene una menor
afinidad por GSH. su actividad se encuentra mejor preservada en casos de
deficiencia de seienio (91). Se ha reportado que reduce hidroperoxidos de
colesterol y al 7p-hidroperéoxido de colesterol, uno de los compuestos mas
citotoxicos de las lipoproteinas estudiadas (92). En todos los casos, con
excepcion de la PIGSH-Px que es un mondmero, todas las isoformas de GSH-
Px son tetrameros (93).

Tabla 15. Caracteristicas de la isoformas de GSH-Px. Todas son productos de genes

diferentes (31.36,38).

Isoforma Localizacion Estructura Peso molecular total
kDa

cGSH-Px Citosol Tetramero 84

pPIGSH-Px Extracelular Tetramero 100

giIGSH-Px Gastrointestinal Tetramero 75

PIGSH-Px Membranas Monoémero 21

En la Fig. 16 Se ilustra el sistema de enzimas acopladas de la GSH-Px.



HO GSSG NADPH + H*
GSH GSH A= 340 nm
peroxidasa reductasa
2GSH NADP*

H0-

Fig. 16. Esquema de las reacciones catalizadas por |la GSH peroxidasa y la GSH reductasa

4.2.3 CATALASA (CAT) (EC 1.11.1.6).
La CAT es una hemoproteina tetrameérica con un peso de 240 kDa, con 4
ferriprotoporfirinas por molécula (94) y su vida media en la circulacion es relativamente
corta, de 6-8 minutos (95). Esta presente en los peroxisomas y posee una doble

TRSIS CON

FALLA D

\
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§ ORGEN

funcion:
a) Accion catalitica: es la descomposicion de H>O:z en Oz y H20.
[H:0, E5T ___p H:O0 + [} ACTIVIDAD CATALITICA

b) Actividad de peroxidasa: a la oxidacion de donadores de protones como
metanol, etanol, acido formico y fenoles, con el consumo de 1 mol de
peroxido (96).

ACTIVIDAD PERO)

H,O; +AH; —S5T—92H.0 +A -
En tejidos de mamiferos la CAT esta presente en altas concentraciones en higado y
nfién, y en bajos niveles en tejido conectivo (97), en general en las células se
encuentra principalmente en los peroxisomas (80%) y mitocondrias, mientras que en
los eritrocitos existe en una forma soluble (94). Presenta una heterogeneidad
molecular, que puede ser de origen genético, lo cual produce cambios en su
conformacion (por oxidaciones de grupos SH), que pueden llevaria a la disociacion del
tetramero activo, lo que la convierte en un dimero, el cual tiene actividad peroxidativa
pero no catalitica (94). Las reacciones cataliticas de esta enzima poseen una k de
alrededor de 107 mol/ L"'/seg’', mientras que las peroxidativas tienen aproximadamente
una k de 10° —10° mol L'/seg'. La reaccion predominante dependera de la
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concentracion del donador de protones, asi como de |a concentracion basal y/o de la
produccion de H20: por el sistema (94).

En contraste con el O y el H20;, no se conocen enzimas capaces de regular
directamente las concentraciones de radicales OH®. A través de las enzimas
antioxidantes, los organismos son capaces de eliminar las sustancias precursoras de
este radical, antes de que sea formado. Sin embargo, éste radical puede ser
neutralizado por la vitamina E o alfa tocoferol, que es un antioxidante excelente, y que
por su hidrofobicidad se encuentra en las membranas biolégicas donde la proteccion
que le confiere a la membrana es particularmente efectiva (77). La vitamina E y otros
antioxidantes fenodlicos interrumpen el proceso de lipoperoxidacion inhibiendo la etapa
de propagacion, puesto que reaccionan con |0s radicales peroxilo generando productos
que no son radicales (98). Estos antioxidantes serian adquiridos via exdgena y entre
fos que podemos encontrar ademas de la vitamina E y el beta caroteno, algunos
vegetales como las cruciferas col y brocoli, y ademas al ajo.

4.3 ESPECIES REACTIVAS DE NITROGENO.

Con respecto a las especies reactivas de nitrogeno, tenemos al éxido nitrico (NO), el
cual es un radical gaseoso, relativamente poco reactivo en comparacion con las
especies antes vistas, puede dar lugar a otras especies quimicas altamente reactivas
como el ion nitroso (NO') y ei radical nitroxilo (NO"), a través de mecanismos redox
fisiologicos. Estas especies (tabla 16) pueden reaccionar y modificar diversas
moléculas bioldgicas (99).

Tabla 16. Interacciones bioquimicas del NO y de sus propiedades relacionadas (68.99).

Especies de NO Reactantes Productos

NO Metales de transicién, O,, Oz Hemoglobina (Fe*")-NO, NO;
ONOO’

NO* Aminas , tioles aromaticos Nitrosaminas, proteina
(cys)S-NO, Ar-NO

NO” Dimerizacion, tioles, metales N0, R-S-NOH, RS-SR,
hemoglobina (Fe>')-NO

ONOOH, ONOO" DNA, tioles, tirosina Bases diaminadas, R-S-OH,

R-S-O0H, proteinas (tyr)-NO.
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FALLA DE ORIGEN -




s. EFECTO PROTECTOR DEL AJO EN MODELOS
EXPERIMENTALES in vivo e in vitro

8.1 Efecto antioxidante de los compuestos del ajo.

Ya que los antioxidantes son importantes en el tratamiento de padecimientos como el
cancer y la aterosclerosis, numerosos estudios in vitro (44), y 15 en animales y 4 en
humanos han sido conducidos con ajo, aceites de ajo con derivados de alicina y alina
(2,3). Dichos estudios han demostrado consistentemente buena actividad antioxidante
la cual se ha hecho evidente por una disminucion de la lipoperoxidacion, un incremento
del atrapamiento de radicaies libres (disminucion del radical «OH) y un incremento en
GSH. Un estudio reciente en ratones demostré que el DATS es mucho mas efectivo
que el DAS para aumentar el GSH tisular y la actividad de la glutation-S-transferasa
(100). De los 4 estudios (101-104) realizados en humanos hasta ahora (con 600-900
mg de polvo de ajo y con tabletas con alicina/alina estandarizados) solo en 3 (101-103)
se han encontrado efectos positivos en la disminucion de ia oxidacion de LDL. Aunque
la alicina puede ser un compuesto oxidante en concentraciones suficientes in vitro, los
resultados de los 12 estudios animales con polvo de ajo con rendimiento de alicina y
aceites derivados de alicina indican que la alicina es probabiemente responsabie para
la mayoria de los efectos antioxidantes del ajo in vivo a bajas dosis (0.1-0.5 mg/Kg de
peso corporal, equivalente a 1.4-8 g de ajo por 70 Kg de peso corporal) mientras otros
compuestos (alina, y-glutamil cisteinas, SAC) parecen tener actividad solo en altas
dosis (10-5S0 mg del compuesto/Kg de peso corporal).

Es asi como, el efecto antioxidante natural de los compuestos del ajo, es de sumo
interés practico ya que podria explicar algunos de sus efectos terapéuticos. Con
respecto al desarrollo de la aterosclerosis, actualimente se acepta que los radicales
libres juegan un papel importante en la deposicién de colesterol en las paredes de ios
vasos sanguineos. En |las arterias, los sustratos de los RL son los acidos grasos
insaturados de las lipoproteinas de baja densidad (LDL); el dafio oxidativo es
acompafiado por la pérdida de su funcion normal, ya que las ox-LDL son captadas por
los macréfagos, los que se hinchan y mueren, resultando finalmente en masas de
macrofagos muertos, las que son conocidas como células espumosas. Las células
espumosas se colocan en {a capa exterma del endotelio del vaso e inician 1a primera
etapa de la aterosclerosis. Los componentes del ajo inhiben la formacion de RL,



apoyan los mecanismos endogenos de atrapar radicales libres y protegen contra ia
oxidacion de las LDL lo cual puede contribuir al efecto cardioprotector del ajo (3,20).

§.2 Efecto § dant:

de los P t del ajo en estudios in vivo.

Tabla 17. Resumen de los estudios in vivo en donde se demuestra el efecto protector
realizados con diferentes presentaciones y/o compuestos del ajo, en modelos de dafio

oxidativo.

Tratamiento

Estudio

Dieta con 2% de
ajo en polvo

Dafo por isquemia-reperfusion en preparaciones de corazon aislado
de ratas alimentadas con ajo crudo por 8 semanas (30).

Nefrotoxicidad inducida por gentamicina en ratas alimentadas con ajo
por 2 semanas (105).

Aceite de ajo

Nefrotoxicidad
mg/Kg/dia tomada en el agua, una semana antes (106).

inducida por Fe-nitrilotriacetato en ratas 50-100

Lipoperoxidacion inducida por nicotina, en ratas100 mg/Kg/dia por 21
dias (107).

Extracto de ajo
envejecido

Cardiotoxicidad inducida por doxorubicina en ratén. 0.05 mL por via
intraperitoneal, 6 veces a la semana por 40 dias (108).

Dafo porisquemia.reperfusién en cerebro de ratas 0.08-0.5 mL/Kg. via
intraperitoneal, 30 minutos antes de la isquemia (109).

Insuficiencia renal aguda inducida por gentamicina en ratas 1.2 mg/Kg,
via intraperitoneal, por 6 dias (110).
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mercaptocisteina
(SAMC)

FS-an cisteina | Dafo por isquemia-reperfusion en cerebro de ratas 300 mg/Kg, via
(SAC) intraperitoneal, 30 minutos antes de la isquemia (109,111).
insuficiencia renal aguda inducida por gentamicina en ratas, 125
mg/Kg/12 h, via intraperitoneal, por 6 dias (112).
Hepatotoxicidad inducida por tetracioruro de carbono o acetaminofen
en raton. 100 mg/Kg/dia. tomada 2 horas antes (113).
“Toxicidad por doxorubicina en ratén 30 mg/Kg, via intraperitoneal por |
5 dias (114).
S-alil Hepatotoxicidad inducida por acetaminofen (AAP) en ratén 200

mg/Kg, oralmente 0.5 h después de la administracion de AAP (115).

Hepatotoxicidad inducida por tetracloruro de carbono o acetaminofén
en ratén 100 mg/Kg/dia tomada por 2 horas antes (113).

Alicina

Dafo por isquemia-reperfusion en pulmén de ratas 0.1 mg en el inicio

de la reperfusion (116).




“Dialilsulfuro insuficiencia renal aguda inducida por gentamicina en ratas, dosis 50 |
(DAS) mg/Kg/12 h, via intragatrica, por 4 dias (117).

Dialildisulfuro Insuficiencia renal aguda inducida por gertamicina en ratas, dosis 50
(DADS) mg/Kg/12 h, via intragdstrica, por 4 dias (118).

£.3. Efecto antioxidante de los compuestos del ajo en cultivos celulares y tejidos.

@EI extracto de ajo envejecido y la SAC previenen e! dafic en la membrana, la
pérdida de la viabilidad celular, ia disminucion en el contenido de GSH y la
lipoperoxidacion inducida por ox-LDL en células endoteliales de |la arteria pulmonar
(119,120).

@ La SAC inhibe la formacion de Hz20; inducida por ox-LDL en macréfagos de raton
y en células endoteliales de vena umbilicat e inhibe la activacion de NF-kB inducida por
TNF-a 0 H20, (121).

@ El aceite de ajo, la SAC y la S-metil cisteina protegen a los hepatocitos de rata del
dano producido por CCl, (122).

P
@EI EAE incrementa la actividad de GPx, SOD y catalasa; y disminuyen el anion
superdxido y la produccion de H;O: en células endoteliales expuestas al sistema
hipoxantina/xantina oxidasa o H,O» (123).

®EI EAE reduce !a toxicidad y el incremento en ta peroxidacion inducida por el
bromobenceno en cortes histolégicos de higado (124,125).

5.4 Efecto antioxidante directo en estudios in vitro con compuestos del ajo

@ EXTRACTO ACUOSO DE AJO FRESCO.

e Reduce el radical hidroxilo (126-128) y el anion superdxido (128).
e Inhibe la lipoperoxidacion (129), la oxidacion de las LDL (130) y Ia
formacioén de hidroperoxidos de lipidos (126-128).



@ EXTRACTO ACUOSO DE POLVO DE AJO.
e Reduce la produccion del radical hidroxilo (131) y el anién superoxido
(132).
@ EXTRACTO ACUOSO CALENTADO DE AJO FRESCO.

« Tiene la capacidad para disminuir la produccién del radical hidroxilo (127)
y para inhibir la lipoperoxidacion (129).
@ EAE.

e Previene la lipoperoxidacion (119,120,125,126,132-34) y la oxidacion de
la LDL (135).

e Previene ia disminucion de GSH (120) y aumenta el contenido de GSH
(125,136) en células endoteliales.

e Atrapa H202(110,120,123,137).

e Reduce el anidn superoxido (110,123).

e Atrapa el radical ABTS (110).

@ ACEITE DE AJO.
e Previene la lipoperoxidacion (122).

@ S-ALIL CISTEINA (SAC).
e Previene la lipoperoxidacion (119,133,134,137) y la oxidacién de las LDL
(121,135).
e Atrapa Hz02 (121,137).
e Reduce la produccion del anion superoxido (128) y de los radicales
hidroxilo (128).
« Atrapa el radical ABTS (112)
@ S-ALIL MERCAPTOCISTEINA (SAMC).

e Atrapa H20: (112,137), inhibe la lipoperoxidacion (122,134,137) y la
oxidacion de las LDL (119).

@ ALICINA.

« Atrapa radicales hidroxilo (138) y previene la lipoperoxidacion (138).

@ ALINA.

e Atrapa radicales hidroxilo (139), peroxido de hidrogeno (137) e inhibe la
lipoperoxidacion (137) y la oxidacion de las LDL (121).
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6. PROYECTO DE INVESTIGACION
De acuerdo con la informacién presentada anteriormente, surge el interés de comparar
la actividad antioxidante in vitro de los diferentes compuestos de ajo, de las
preparaciones comerciales y extractos de ajo obtenidos en el laboratorio medida por la
capacidad para inhibir la oxidacion de las LLDL y para atrapas EROs.

6.1 Justificacion.
Mucha de la informacion cientifica acerca del ajo solo se ha desarrollado en los ultimos

50 afios en los que se han validado algunas de sus propiedades medicinales. En la
literatura cientifica y en las paginas de intemet se pueden apreciar encendidas
polémicas sobre algunos de los efectos terapéuticos del ajo (33) debido en gran
medida a que las conclusiones sobre su efecto terapéutico no se han obtenido del uso
del ajo fresco sino del uso de presentaciones comerciales y extractos, los cuales
difieren en su composicion quimica. Estas diferencias se deben a que alguncs de sus
componentes sufren transformaciones durante su procesamiento y almacenamiento
(2.3). Esta confusidn se acabaria si los resultados obtenidos se atribuyeran
especificamente a la preparacidon, al extracto en particular o al compuesto aistado de!
ajo y no al diente de ajo fresco. Entre las preparaciones comerciales de ajo y sus
principales componentes se encuentran (2,3):

(A) Tabletas de polvo de ajo deshidratadas cubiertas o no con una capa entérica (alina,
derivados y-glutamilo, alinasa: “potencial de alicina”),

{B) Capsulas de aceite de ajo destiladas con vapor (alil/metil polisuifuros),

({C) Macerado de ajo en aceite vegetal (alil polisulfuros, ajoene, ditinas, tiosulfinatos)
(D) Extracto de ajo envejecido en alcohol (SAC, derivados de y-glutamilo).

Cabe sefialar que la composicién quimica del ajo fresco es muy diferente a ia del ajo
triturado debido a que cuando éste se corta la enzima alinasa se Pone en contacto con
su sustrato, la alina, para formar la alicina (2,3,22,33) y muchos de los productos
encontrados en las preparaciones oleosas derivan precisamente de |a alicina (2). La
composicion gquimica del ajo en escabeche (ajo en vinagre) es parecida a ta del ajo
fresco debido a que el vinagre y el calentamiento que se usan en su preparacion
inactivan a {a alinasa. La diferencia entre el ajo fresco y el ajo en escabeche consiste
en que a pesar de que éste ultimo se triture, no se va a generar la alicina, Ni sus
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derivados, los cuales son responsables del intenso olor y sabor del ajo fresco triturado.
Ademas. un probiema muy importante que se presenta en |la obtencion de los extractos
y productos comerciales del ajo es que se carece de estandarizacion en la preparacion
y en la identificacion cualitativa y cuantitativa de sus componentes (2). Otro problema
es que no se conoce la biodisponibilidad de |la mayoria de los componentes del ajo ni
se han comparado los efectos beneéficos de las preparaciones comerciales y de los
extractos con los del ajo fresco. En los productos comerciales del ajo disponibles en
Meéxico hemos encontrado que, en la mayoria de las presentaciones, el ajo esta
mezclado o combinado con otros compuestos como lecitina, ginko biloba, vitaminas y
aceites vegetales, lo que impide que fodamos atribuir exclusivamente al ajo cualquier
efecto medicinal que estas preparaciones tuvieran. Por esa razén, en este proyecto se
plantea estudiar solo las preparaciones comerciales de polvo de ajo sin ningun otro
producto, asi como extractos de ajo fresco y de ajo en escabeche que son consumidos
comunmente por ia poblacion.

Por otro lado, apenas se empiezan a explorar los mecanismos por medio de los cuales
el ajo ejerce sus efectos terapéuticos, por o que se requieren mas estudios en modelos
experimentales in vivo y en sistemas in vitro para conocer y profundizar en los
mecanismos por los que ocurren dichos efectos. Es importante recalcar que no se han
realizado estudios comparativos entre el ajo fresco, los diferentes extractos y las
presentaciones del ajo sobre la oxidaciéon de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
la proteccion de la células LLC-PK1 contra el dafio causado por gentamicina y no se
conoce(n) el{los) compuesto(s) de! ajo responsable(s) de dichos efectos. También es
importante sefalar algunas cifras en nuestro pais en relacion con estas enfermedades:
se estima que en México 18 millones de personas presentan problemas de hipertension
arterial y gran parte de ellos padecen enfermedades cardiovasculares (140). Cuando
este padecimiento no se controla oportuna y adecuadamente puede provocar ataque al
corazén, enfermedad cerebro-vascular e insuficiencia renal, entre otros. Las
enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en el mundo; en
Meéxico ocupan esta posicion desde hace 22 afos. En el afo 2000 fallecieron 68 mil
716 personas en nuestro pais por esta causa, es decir, el 15.7 % del total de las
defunciones (140). Ademas, se conoce que |la oxidacion de tas LDL es un factor muy
importante de riesgo cardiovascular (141,142) y que el estrés oxidativo, estan
involucradas en la hipertension experimental (143,145). También debemos mencionar
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que la nefrotoxicidad por gentamicina se presenta en el 30% de los pacientes tratados
por mas de 7 dias con este antibiético (146).

La informacion anterior justifica ampliamente la realizacién de este proyecto que es un
estudio comparativo de diferentes presentaciones y compuestos del ajo sobre la
oxidacion de las LDL. En el proyecto, también se estudiaran algunos posibles
mecanismos por los cuales el ajo pudiera ejercer su papel protector. Por lo tanto, Ia
informacion obtenida contribuira, indudablemente, a la generacion y al avance del
conocimiento cientifico, lo que permitira hacer recomendaciones para el consumo
humano durante la hipertension arterial, las enfermedades cardiovasculares, la
insuficiencia renal aguda y la insuficiencia renal crénica.

Las preguntas que se tratan de contestar con este proyecto son:

1. ¢Algunas de las presentaciones de polvo de ajo que se comercializan en México, el
extracto obtenido de dientes de ajo en escabeche, el extracto de ajo envejecido y los
siguientes compuestos del ajo: alina, alicina, SAC, SAMC, y y-glutamil SAC tienen
propiedades antioxidantes e inhiben la oxidacion de las LDL y tienen la capacidad de
aminorar la nefrotoxicidad in vitro inducida por gentamicina en células LLC-PK1 en
cultivo?

2. ¢clas propiedades terapéuticas del extracto de ajo fresco difieren de las
presentaciones arriba mencionadas?

6.2 Ant d 1'% ido innovador.
El ajo es una de las plantas medicinales mas estudiadas, la investigacion muestra un

crecimiento exponencial como se puede apreciar en la distribucion temporal de los
1644 articulos del ajo registrados en PubMed, como ya se mencionéd en el capitulo 1,
(1963-a la fecha): 862 se publicaron entre de la mitad de la década de los 90 al 2002.
Esto indica que se han publicado mas de ia mitad del total de articulos, 1o que resalta el
numero creciente de investigadores dedicados al estudio det ajo.

Por otro lado, la importancia econémica del ajo también muestra un crecimiento
explosivo ya gue las ventas de los productos derivados del ajo alrededor del mundo
siguen aumentando (33). Simplemente en Estados Unidos, las ventas de suplementos
de ajo en 1993 alcanzaron la cantidad de 31.3 millones de délares, lo que represento el
9.8% del total de |la venta de productos derivados de plantas en las tiendas de
suplementos alimenticios para la salud (33,147). Un afio después las ventas
aumentaron 26% a 39.4 millones de délares y para el afio 2000 las ventas alcanzaron
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los 61.2 millones de doélares (148). En Alemania, las ventas de suplementos de ajo en
1993 fueron de 100 millones de dolares y se estima que un 8% de la poblacion
alemana consume regularmente estos suplementos. En Canada se estima que las
ventas anuales de suplementos de ajo entre 1995-1996 fueron de 36 millones de
dolares (el 30% del total de las ventas de derivados de piantas medicinales vendidas
en Canada).

Ademas este interés e importancia del ajo y de otros suplementos derivados de plantas
promovio que el 22 y 23 agosto de 2002, el Instituto Nacional del Corazon, Pulmon y
Sangre, la Oficina de Suplementos Dietarios del Instituto Nacional de Salud y el Centro
Nacional de Medicina Complementaria y Altermmativa organizaran el taller "Mechanistic
Studies of Cardiovascular Effects of Botanicals” en Bethesda, Maryland
(http://ods.od.nih.gov/news/conferences/botanical.html) en el que se hizo un analisis
critico acerca de las propiedades medicinales del ajo, se identificaron lagunas de

investigacion en el area y se propusieron nuevas estrategias de investigacion.

El presente proyecto tiene como propdésito continuar, ampliar y profundizar el trabajo de
investigacion realizado en nuestro laboratorio en la Facuitad de Quimica de la UNAM
sobre las propiedades terapéuticas del ajo y algunos de sus compuestos.

Resultados anteriores:

(A) La alimentacion con polvo de ajo al 2% fue capaz de aminorar la IRA inducida por
gentamicina. Ademas fue capaz de blogquear el aumento en la lipoperoxidacion renal y
de prevenir la disminucion renal en la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y
Gpx (105).

(B) La alimentacion con polvo de ajo fue capaz de prevenir la hiperiipidemia (el
aumento de triglicéridos, de colestero! total y de colesterol-LDL) en el modelo de
sindrome nefrdtico crénico (149), y

{C) La alimentacion con polvo de ajo modificd postranscripcionaimente la expresion
renal y hepatica de la enzima antioxidante catalasa (150). A esta conclusién se llego
mediante estudios de Northern blot, western blot, actividad y medicion de la sintesis y
degradacion de esta proteina.

Recientemente se ha encontrado que el DAS (117) y el DADS (118), el EAE (110)y la
SAC (112) pero no el DATS (151), protegen parciaimente del dafio inducido por
gentamicina. También se ha observado que el EAE es capaz de prevenir el aumento en
riibn de proteinas nitradas (medida por inmunohistoquimica de nitrotirosina) y de
proteinas oxidadas (medidas espectrofotométricamente), ambos indicadores de estrés
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oxidativo (110). Ademas el extracto acuoso de poivo de ajo es capaz de prevenir la
muerte de células de tubulo proximal renal (cétulas LLC-PK1) inducida por gentamicina,
{io cual confirma los datos obtenidos previamente in vivo (Maldonado PD, datos no
publicados). Ademas de sus propiedades intrinsecas, el ajo también podria incrementar
ta capacidad antioxidante aumentando |la expresion de las principales enzimas
antioxidantes (glutation peroxidasa, glutation reductasa, superoxido dismutasa, y
catalasa), de las enzimas del sistema tioredoxina-peroxiredoxinas (peroxiredoxinas,
tioredoxina y tioredoxina reductasa) (152) y de las enzimas productoras de NADPH
(enzima malica y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa) (153,154).

También se han desarrollado métodos in vitro para evaluar la capacidad antioxidante
del ajo y sus diferentes presentaciones. Se han establecido dos métodos (uno
enzimatico y otro no enzimatico) para estudiar la capacidad atrapadora de iones
superoxido y un método para medir |la capacidad atrapadora de peroxido de hidrégeno.

6.3 Objetivos y Metas.

1. Estudiar la capacidad_antioxidante /in vitro de:

a) Los compuestos aislados del ajo: alina y y-glutamil SAC (presentes en el diente de
ajo fresco), alicina y SAC y SAMC (presentes en el EAE).

b) Las preparaciones comerciales de ajo: extracto de ajo envejecido (Kyolic, Wakunaga
of America, Mision Viejo, CA, EUA), Arkocapsulas (Lab Arkopharma, Carros, Francia),
Cirkulin (Roha Arzneimittel GmbH, Bremen, Alemania), ajo deshidratado (Laboratorio
de Productos Naturales Azteca, México, DF.) y Vita Ajo (Mexinatura SA de CV, México,
DF). De las 20 preparaciones comerciales encontradas en la Ciudad de Meéxico, se
seleccionaron las cuatro mencionadas arriba porque contienen unicamente polvo de
ajo.

c) Extracto acuoso obtenido a partir de: polvo de ajo, dientes de ajo, dientes de ajo y
calentado, dientes de ajo previamente hervidos y dientes de ajo hervidos con acido
acético al 5%.

Los compuestos, presentaciones y extractos que presenten efecto antioxidante se
emplearan para;

Evaluar la capacidad citoprotectora del ajo en células LLC-PK1 en cultivo incubadas
con gentamicina, la cual constituye un modelo de nefrotoxicidad in vitro.
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6.4 Metodologia.

1. Sintesis de P org [ d del ajo.

a) Alicina. Pesar 0.1 mol de dialil disulfuro y disolver en 500 ml de CHCIy en bafio de
hielo. Adicionar 0.1 mol de m-cloro acido perbenzoico en CHCI, a la solucion de dialil
disulfuro. Adicionar 0.1 mol de NaHCO; y neutralizar los acidos. Eliminar el CHCI,.
Adicionar n-hexano y extraer con H20O. Los extractos acuosos se extraen con n-hexano.
Extraer la solucion de H20 residual con éter etilico anhidro. Evaporar el éter diluir el
residuo oleoso 1:100 en CHCI, frio y congelar a -70°C hasta su uso (155).

b) SAC. Pesar 5.25 g de L-cisteina-HCI y disolver en etanol absoiuto. Adicionar Na y
bromuro de alilo y dejar la reaccion 3 h. Adicionar H2O y ajustar el pH a 4.5-5. Eliminar
el exceso de disolvente y recristalizar el precipitado con etanol: agua (38).

c) y-gilutamil S-alil cisteina. Bloquear el acido glutamico y-carboxi activado por el
tratamiento de N-t-Boc-L-acido glutamico a-f-butil ester con N-hidroxisuccinamiday 1,3-
diciclohexilcarbodiimida. Preparar ta y-glutamil S-alil cisteina por la reaccion de S-atil
cisteina-HCI y de glutamato bloqueado y activado. Eliminar el disolvente y desproteger
con acido trifiuoroaceético (38).

d) SAMC. Obtener a partir de la reaccion de la L-cisteina con alicina, basado en el
hecho de gque 1 molécula de alicina reacciona rapida y cuantitativamente con 2
moléculas de cisteina para formar 2 moléculas de S-alil mercaptocisteina (23).

2. Obtencion de los extractos de ajo en el laboratorio.

a) Extracto acuoso de ajo a partir de polvo de ajo. Pesar 0.5 g de polvo de ajo,
adicionar 3 mL de H,O destilada y agitar 15 min a temperatura ambiente. Centrifugar la
suspension a 8000 x g durante 5 min y obtener el sobrenadante.

b) Extracto acuoso de ajo a partir de dientes de ajo. Pesar la cantidad necesaria de
dientes de ajo (comprados en el supermercado), cortar finamente y homogenizar con
un politrén en H20O destilada suficiente para obtener una concentracion de 100 mg/ml.
Centrifugar el homogenizado a 3,125xg por 10 min y obtener el sobrenadante.

c) Extracto acuoso de ajo calentado a partir de dientes de ajo. Obtener el extracto
acuoso a partir de dientes de ajo comc se menciona en el inciso anterior. Calentar



diferentes extractos durante 10, 20, 40 y 60 min cada uno. en un bafo de agua
hirviendo.

d) Extracto acuoso de ajo a partir de di de ajo pre hervidos. Pesar
la cantidad necesaria de dientes de ajo y hervir durante 10 min, cortar finamente y
homogenizar con un politron en H:O destilada suficiente para obtener una
concentracion de 100 mg/mi. Obtener el sobrenadante como se menciona en el inciso
b.

e) Extracto acuoso de ajo a partir de dientes de ajo hervidos en acido acético 5%
(ajos en escabeche). Pesar la cantidad necesaria de dientes de ajo y hervir durante 5
min en acido acético al 5% _ cortar finamente y homogenizar con un politrén en HO
destilada suficiente para obtener una concentracién de 100 mg/mil. Obtener el

sobrenadante como se menciona en el inciso b.

3. Métod para eval la actividad antioxidante in vitro.
a) Anion superodxido.

Método enzimdtico usando nitroazul de tetrazolio (NBT) como aceptor de los
electrones. La xantina oxidasa cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y de
xantina a acido urico, generandose ademas anion superéxido. Este uitimo reduce al
NBT formando un producto insoluble y colorido (formazan) que absorbe a 560 nm. Es
necesario medir la absorbencia a 295 nm, longitud a la que absorbe el acido urico, para
asegurar que el compuesto de estudio no afecta la actividad de la xantina oxidasa
(156).

Meétodo enzimatico usando citocromo C como aceptor de los electrones. El anion
superoxido generado como Sse menciona en el método anterior, reduce al ferri-
citocromo c, para formar ferro-citocromo c, el cual absorbe a 550 nm (157,158). Es
necesario medir la absorbencia a 295 nm, longitud a la que absorbe el acido urico, para
asegurar que el compuesto de estudio no afecta la actividad de la xantina oxidasa
(156).

Método no imati usando NBT como pt de el Se emplea
fenazina metosulfato (PMS) como transportador de electrones del NADH ai NBT,
siendo éste el aceptor final de los electrones (159). El NADH no reduce directamente al




NBT, pero la PMS puede acoplar al NADH con el NBT incrementando asi la de

reduccion de éste.

b) Peroxido de hidréogeno. Medir ia oxidacion del rojo de fenol mediada por la
peroxidasa de rabano. Leer la absorbencia a 619 nm. Iterpolar los datos en una curva
estandar de H202 (1 a 20 yM) para determinar la concentracion de H202 (160).

c) Radical hidroxilo. Este radical se mide por ia oxidacion de acido ascarbico
catalizada por hierro (161). La degradacion de la desoxiribosa por el radical hidroxilo
se mide usando el método de las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (162).

d) Medicion de {a capacidad de inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LLDL.). La oxidacion de las LDL se sigue midiendo la formacion de dienos
conjugados a 234 nm. Aislar las LDl de sujetos normales por ultracentrifugacion y
oxidarias una solucion de CuSO4 25 pM a 37°C en presencia y ausencia de los
diferentes compuestos, presentaciones comerciales y extractos acuosos del ajo. Seguir
la técnica descrita por Posadas-Sanchez et al. (163).

4. Cultivo de céluijas LLLC-PK1 y ensayos de citop con los P y
preparaciones comerciales y extractos de ajo.

Emplear células LLC-PK1, que es una linea celular de tubulo proximal porcina bien
caracterizada y ampliamente utilizada. Cultivar las células en cajas Petri de 10 cm en
medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, pH 7.3, sin antibidticos y
mantener a 37°C en una atmoésfera de Oz y 5% de CO.. Subcultivar las céluias dos
veces a la semana antes de alcanzar la confluencia. Para esto, lavar las células con
amortiguador de fosfatos, desprender de la caja con solucibn salina de PBS
suplementada con tripsina 0.25% y transferir a nuevas cajas Petri. Realizar todos los
ensayos sembrando las células en cajas de 96 pozos e iniciar cuando las células estén
en confluencia, |a cual se detecta al microscopio.

a) Curso temporaly dios dosi '] con g dcl (GM). Para el curso
temporal (dias 3,45 y 6), emplear las concentraciones de GM 1 y 2 mM (dosis
empleadas en la literatura) (164,165), para elegir el tiempo en que se realizaran los
estudios. En el estudio dosis-respuesta, realizar curvas de citotoxicidad con diferentes
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concentraciones de GM (0.005-7.0 mM) para obtener |a LDso, y la dosis de los estudios
posteriores. Con la dosis y el tiempo 6ptimos, realizar los estudios de citoproteccion
con ios compuestos, las presentaciones y/o los extractos acuosos de ajo que hayan

mostrado actividad antioxidante.

b) Estudios dosis respuesta con los P , las pr [ yio los
extractos acuosos de ajo. Obtener la concentracion de los compuestos, las
presentaciones y/o los extractos acuosos de ajo ha emplearse en los estudios de
citoproteccion, a partir de una curva dosis-respuesta, donde se evaluen diferentes

concentraciones de estos.

c) Efecto de los compuestos, las presentaciones y/o los extractos acuosos de
ajo, sobre la muerte celular inducida por la GM. Incluir en cada experimento, los
siguientes grupos: 1) control (CT), con medio de cultivo (MC); 2) gentamicina (GM), con
GM disuelta en MC a la concentracion final deseada; 3) compuesto, presentacion o
extracto acuoso de ajo (A), con el compuesto, {a presentacién o el extracto acuoso de
ajo disuelto en MC a la concentracion final deseada y 4) gentamicina + compuesto,
presentacion o extracto acuoso de ajo (GM+A), con GM y compuesto, presentacion o
extracto acuoso de ajo disueltos en MC a la concentracion final deseada.

Realizar todos los experimentos en esterilidad y cambiar el medio de cultivo cada 24
horas durante el tiempo de estudio. Evaluar la viabilidad celular empleando:

c.1) Cristal violeta. Fijar las ceélulas a ios pozos con glutaraldehido al 1.1% en PBS
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Adicionar el cristal violeta por 15 minutos,
eliminar el exceso de colorante, disolver el que queda unido a las proteinas celulares
con acido acético al 10% y leer la absorbencia a 590 nm.

¢.2) Bromuro de dimetiltiazol difeniltetrazolio (ensayo de MTT). Cuatro horas antes de
que concluya el tratamiento, adicionar el MTT a una concenrtracion final de 2 mg/mt.,
eliminar el MTT no reducido con PBS y disolver el formazan de MTT contenido en las
células con HCI 0.1 M en isopropanol. Leer espectrofotométricamente a 570 nm, la
concentracion de formazan de MTT, Ia cual es directamente proporcional al numero de
células vivas. El MTT en las mitocondrias de células vivas es reducido por el sistema
de dehidrogenasas a formazan de MTT (1-[4,5-dimetil tiazoi-2-ii}-3,5-difenilformazan).
El MTT es amarillo y soluble en agua mientras que su forma reducida, el formazan de
MTT. es morada e insoluble en agua.
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7. DISCUSION

Sabemos ahora que el ajo es, quiza, la planta mas estudiada desde la antiguedad en
muchas culturas alrededor de todo el mundo y que en la actualidad tiene un marcado
auge la investigacion de los compuestos que lo componen, ya que se han realizado un
sin fin de estudios los cuales difieren en contenido ya que utilizan distintas
preparaciones y/o presentaciones de ajo que son distribuidas en el mercado para el
consumo humano, ya que hoy en dia los medicamentos de origen natural han ido
retomando una creciente importancia para el tratamiento de padecimientos
cardiovasculares y envejecimiento principalmente, lo que nos lleva a entender que la
mayoria de los compuestos del ajo tienen propiedades antioxidantes y que algo sin
duda muy atil es sefalar a ta poblacion, en particular a la mexicana, cual o cuales de
estos compuestos de acuerdo con la manera de preparar los alimentos se encuentran
presentes en elios para obtener los efectos benéficos para los padecimientos antes
mencionados. Como vimos en la presente tesis, en los paises europeos como
Alemania, Espafa y Francia, el ajo es muy conocido y se encuentra en ia mayoria de
los suplementos alimenticios manufacturados por {a industria farmaceéutica de ese
continente, muchos de los cuales son traidos a nuestro pais, sin embargo, en Meéxico
son pocos {os suplementos encontrados con las especificaciones de los compuestos de
ajo y muchos menos con los datos de estandarizacion, como cualquier producto
farmacéutico de la medicina alopatica lo requiere. Este es sin duda un gran problema,
ya que en primer lugar, no se tiene bien definido cuales son los principios activos
presentes en el producto y mucho menos su concentracion (para definir la posible dosis
terapéutica) ademas que tampoco se han realizado estudios para saber cual o cuales
son los principios activos responsables de dichos efectos. Por lo cual se eleva la
importancia de difundir entre la poblacién la manera de consumir el ajo en su
alimentacion; ya que como vimos en el diente entero no se encuentran los principales
compuestos antioxidantes, y al cortar, triturar o bien masticar el ajo, se obtienen fos
tiosulfinatos (alicina) los cuales se convertiran ya sea por el cocimiento moderado de
los alimentos o bien a lo largo del tracto gastrointestinal en compuestos mas
liposolubles para ser absorbidos en el intestino. Sin embargo vimos también que uno
de los compuestos con mayor actividad antioxidante es la SAC, y que ésta se
encuentra presente en el EAE, un producto que aun no se comercializa en nuestro
pais.
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8. PERSPECTIVAS

Después de definir cual o cuales de los compuestos tienen propiedad atrap de los
radicales libres o para inhibir la oxidacién de las LDL: derivados de ias diferentes preparaciones
en que el ajo es consumido en nuestra poblacién, y de identificar ia presentacion comercial en
la que encontramos |los compuestos probados, tenemos la oportunidad de desarrollar futuros
estudios /n vivo, en los cuales se utilicen modelos de nefrotoxicidad como los ya probados en el
laboratorio, como la nefrotoxicidad inducida por gentamicina, por dicromato de potasio, por
isquemia reperfusién y mas recientemente por D-serina.

La hipertensidon arterial es un problema de salud puablica muy importante y las enfermedades
cardiovasculares ocupan el primer jugar de muerte en el pais y la oxidacién de las LDL es un
factor de riesgo cardiovascular muy imporntante debido a ésto en |la mayoria de los casos, los
pacientes deben tomar costosos tratamientos de por vida. La insuficiencia renal crénica (IRC)
es irreversible y conduce a la didlisis con un alto costo econémico para el paciente y/o las
instituciones publicas de salud. La insuficiencia renal aguda inducida por gentamicina también
se presenta en un 30% de los pacientes tratados por mas de 7 dias con este antibidtico lo que
complica y encarece su tratamiento. Por lo tanto, se deben alentar proyectos encaminados a
buscar tratamientos menos costosos y con menos complicaciones secundarias, como los que
podriamos encontrar con el ajo y sus derivados, para disminuir [a hipertension anterial y la IRA,
retardar la progresion del daiio renal y prevenir {a oxidacion de las LDL. Nuestro laboratorio ha
estado realizando, en los ultimos afos, varias aportaciones relevantes al conocimiento de las
propiedades medicinales del ajo en modelos experimentales de hipertensidon arterial,
hiperlipidemia y nefrc idad por ger icina. Consideramos que es justificable dar
continuidad a los estudios que nuestro grupo ha realizado. Por ejemplo, et trabajo in vivo de
nefrotoxicidad por gentamicina iniciado en animales completos se planea continuar con
experimentos en ceélulas epiteliales renales en cultivo incubadas con gentamicina (lo que
representa un modelo de nefrotoxicidad in vitro), y el trabajo iniciado en el modelo de
hiperlipidemia /n vivo se planea continuar con experimentos de prevencion de ia oxidacion de
las L.DL in vitro. También se han generado datos preliminares que nos alientan para profundizar
en los posibles mecanismos responsables de los efectos terapéuticos del ajo y de sus
componentes. La realizacién de estudios comparativos entre las diferentes presentaciones
comerciales, extractos y compuestos del ajo permitira hacer recomendaciones para su

consumo basadas en datos cientificos y no en datos anecddticos.
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