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RESUMEN

En e! presente estudio. se establ» cao Ia tecmca para estudrar la oxldacmn de las

lipoproteinas de baja den' dac (LDL) en el suero completo de humanos Asn masmo se

mediante:lecturas a 234 ,‘nr'ri'para seguir la formacion de

siguid la cinética 'de oxidacion

dienos conjugados formados por.la oxidacion.in vitro de‘las LDL con Cu Se demoétré

N _in vitro de .las, LDL de una manera dependlente

que estos extractos nhiben la oxida

de la coné:emracnon

vez:se:observo:que la capacndad an(lomdame de estos

extractos acuosos no:'se afecta al calentarlos por 20, mmutos a’ ebull:cn

pueden recomendar para su.constimo, 'como. un mgredvente beneﬁco apane de aportar

un buen sabor a los alimentos.



1) INTRODUCCION

Se plantea un proyecto para estudiar de manera comparativa los efectos antioxidantes

que tienen distintos extracic:s awdsés de ajo sobre la oxidacion de las lipoproteinas de

baja densidad (LDL) en el suero h mano “Asli, la informacion que se obtenga permitira

reconocer si el ajo Imente se consume en casa.con los alimentos, tiene

propiedédes ant

consumo por sus

tos mas serios que la

poblacion mundial studios  tanto en

animales : como encia de que el ajo

Es importante

posiblemente redu: ovasculares.’
senalar algunas

que en México.1

gran parte de e}los pad 2nferr edades ::érc!iov:asé:ulares.2

En las dos ulttmas décadas se ha hecho una fuerte asociacion entre la elevada cantidad

de LDL en el stero’ humano; Yy el desarrollo de la aterosclerosis.' Se cree gque la

oxidacion de Ias LD esi un proceso critico en su desarrollo ia presencia de LDL

oxidada en la mtlma deuna “arteria lleva a la produccaon de células espumosas
derivadas de macréfagos, Estas células se colocan en la capa externa del endotelio del

vaso e inician la primera etapa de la aterosclerosis.



Se ha demostrado que el ajo posee actividad antioxidante y en estudios con humanos

que incrementa la resistencia a la oxidacion de las LDL.!

Para observar,la capacidad antioxidante de las diferentes preparaciones del ajo, se
presenta un modelo expenmental in vitro en el cual se obtienen datos reproducibles y
confiables. Se pretende observar la resistencia que tienen las LDL al ser oxidadas, por

las diferentes presentaciones del ajo.

Es importante recalcar que no se han realizado estudios comparativos entre el ajo
fresco, los diferentes extractos y las presentaciones del ajo sobre la oxidacion de las
LDL y no se conoce el o los componentes del ajo que son responsables de dichos

efectos.

Se tendran como ‘t‘:bje:ti
dientes de ajo sin cal
puede reco@eh ar
buen sabor a vois
poblacion su:;:(:;n:v@um
compuestos antio

tiosulfinatos (allcma)

natural de Ics compues:os del ‘ajo,; es’'de sumo interés pracuco ya que pOdf‘la explicar

algunos de sus efectos terapéuticos; comp es en,el caso qe la ateroscleros:s.




2) ANTECEDENTES

2.1 QUIMICA DEL AJO
El ajo pertenece a la familia Alllace, su nombre cientifico es Alliurm sativum, que se
deriva de |a palabra celta “all” qué’signiﬁca acre o pungente, y del latin “sativum” que

significa cultivado. E! ajo ocupa un, ligar importantisimo en la historia culinaria, asi

como en la medicina popular’y creencias de casi todas las religiones.5

furados.?? Esto se puede

fresco), sino también

os (nicos compuestos

farmacoldgica a dosis que representan los niveles tipicos de consumo de ajo (tabla 1).




TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Tabla 1. Composicion quimica de los dientes de ajo (mg/g peso fresco)*

Agua 620-680 Adenosina (O antes de 01(8Hh)
aplastar) e
Solubles en agua 310-370 Saponinas - 0.4-11
Carbohidratos 260-300__| Vitaminas T 0.15
Fructanos 220-250 Acido ascorbico 0.14
Fibras 15 Tiamina G.002
Proteinas 15-21 Riboflavina 0. 0008
Aminoacidos 10-15 Minerales 7
Arginina 5-8 Potasio -’ 4.4
Compuestos 11-35 Fosforo 18
organosulfurados
Sulféxidos 6-19 Caicio - 0.24
de cisteina
y-glutamil 5-16 Magnesio 018
cisteinas
S-atquenil 0.01-0.03 Sodio 011
cisteinas
Escordininas 0.03 Hierro 0.02
- 0.4-1.1 Cromo 0.0005
Glutamilfenilalanina
Lipidos 1-2 Selenio 0 0002
-sitosterol 0.015 Germanio 0 00004
Acidos fendlicos 0.04 Azufre 23-37
Acido fitico 0.8 Nitrogeno 6-13

El compuesto organosulfurado mas abundante en el ajo es la alina, (sulfoxido de S-aiil
cisteina), la cual esta a una concentracion de 10 mg/g del ajo fresco & 30 mg/g del
extracto de ajo seco (en polvo). Cuando el ajo fresco es machacado, cortado o
restituido, (en el caso de que se tenga ajo en pblvo y s"e‘hter‘ned‘éyzca en un ambiente no
acido). los sulfoxidos de cisteina, los cuales son inodcros"é‘insolubles en solventes
organicos, son convertidos rapidamente en . nuevas cléses ‘de compuestos, los

a



organicos, . son convertidos ra'pidamente ‘en nuevas clases de compuestos. los

tlosulfnatos. Estos son mas solubles en solvenles organicos que en el agua y son

volatiles, lo que los hace responsables del olor a ajo. La formacion de tiosulfinatos toma

la cual requiere de piridoxal fosfato y es

la aterosclerosi ecientemente ‘se’ ha demostrado que la oxidacion de las LDL

contribuye a lainiciacion y progtesupn_dé la misma.'

Ya que el ajo"se /consume’ mas frecuentemente cocinado que crudo, el efecto del

cocimiento en ld; 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 los compuestos con azufre como

ya se menciond anteriormente.



Por exposicidn 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.®s

Cuando aphcamos al ajo temperaturas arriba de los 100°C, la alma se convnene en el

amnnoacndo c:slema y alcohol arul;co y cuando |cs ajOS plcados son asados en acette

En la Fig. 1 se muestran Ias dlferentes transformac:o es en composncuon que sufre el

ajo dependiendo del tratamlento al que sea somendo
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2.1.2 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL AJO

Los compuestos del ajo inhiben la formacién de radicales Iibr.es. apoyan los
mecanismos endogenos de atrapar radicales libres y protegen contra la oxidacion de
las LLDL.'

Se han hechq revisiones acerca de los efectos farmacoldgicos de los dientes de ajo y
sus produc(O§_ en las cuales se presentan evidencia para cada efecto farmacolégico del
ajo, y se aclaiﬂé{ que el principal compuesto activo para dicho efecto esta en discusion.

Es importante notar que la expresion de “compuesto activo” no necesariamente significa

que el compuesto considerado es el que causa el efecto en el sitio de accioén, pero es

necesaria su presencna al inicio para obtener dicho efecto. Esta dlstlncnon es necesaria

ya que el destmo metabollco de los compuestos del ajo, como en muchas otras plamas.

es desconocido.

Al someter las preparaciones comerciales del ajo (ajo en polv»o);'o' bien el diente de ajo
sometido a altas temperaturas, las propiedades antioxidantes de’los mismos podrian

cambiar, ya que algunos de sus componentes sufren transformaciones durante estos

tratamientos.*

El ajo se consume frecuentemente cocinado y no se sabe si éste proceso disminuye su

actividad antioxidante. Exlsten ewdencras que mducan que el extracto de ajo es un

poderoso atrapador de radlcal hldroxnlo -y que eI tratamiento por calor reduce su

actividad levemente.'® Una evaluacnon de la habilidad del extracto de ajo de prevenir la




oxidacion de LDL en suero seria un |mportante paso para el entendimiento del

mecanismo de los. efectos benef'cos del ajo sobre enfermedades cardiovasculares.

efectos pro-oxldames y esto puede ser uno de los mecanismos por el cual el AGE y

otros extractos de plantas pueden actuar como agentes oxidantes in vivo. También se

2




ha reportado que las LDL aisladas de sujetos que consumieron AGE u’'otros extractos
de plantas, tuvieron una menor suceptibilidad a  la . oxidacidon  in. vitro. . Estas

observaciones sugieren que. los compuestos activos’presentes'en~e>s‘tos ‘extractos

contintan siéndolo después de la mgesuon entrando ‘a Ia clrculacnon' donde pueden

ejercer su efecto antioxidante bloqueando la oxldaclon de las LDl,' y/o' mt_eractuanqu

con antioxidantes endogenos.

2.1.3 METABOLISMO DEL AJO

mdlcado esto por un olor

Sin embargo se sabe que Ia allcma se abs rl

persistente en el allento piel

quido amnlot co. en’las personas después del consumo

del a;o crudo o fresco |
En.un_estudio en an

enconlré : qu

despues del consu o

alicina dentro de ‘72 h 4




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. 2 se muestran las posibles vias de metabolismo de los principales

compuestos del ajo en el cuerpo humano.®

CONOCIMIENTO ACTUAL DEL DESTINO METABOLICO DE ALICINA EN HUMANOS
s
proteinas L
de la dieta /\/s\s/\l/ COOH o
2?7?77 |
— S —— OH
cisteina =S OH /\/“
acido alilsulfinico acido
celulas
:::::t'l‘nal sangulneas atitsulfénico
en otra
| ' parte
/\/s\s/\/ células sanguineas ‘90%) SAH
lici o epnehales s
alicina l A~
~
ulmon = CH,
abreviaciones ahlmercaptano (10%) atilmetilsulfuro
SAM= S-adencisimetiornna
SAH= S-adenolsithomocisteina

Figura 2. Conocimiento actual del 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)'s,; indicando que es rapidamente metabolizada a nuevos
compuestos:’ sin embargo, los metabolitos de alicina en el organismo no se han

identificado todavia. La excepcion a esta afirmacidn es la presencia de alil metil sulfuros




(AMS) y de DADS (Dialil Sulfuros) en cantidades mucho menores en el aliento después

l§.|7 B

del consumo de ajo.

n presencia de alil-SH en el aliento. 161

-SH no sea el danico metabohto de la ahcma, ya que

'oso y no se ha encontrado en determl acu:nes

espués del consumo oral de 150 mg de alll SH,

cuantitativas en sangre, heces y orin

solo se dete > es mucho mas sensubles que el senhdo del

1a ahc na despueés: de la

olfato Buenos candidatos® de’ los* metabolitos Tact 'os de

»(acu_do 2-prop nsulflnlco)

formacién de a er: el acido alilsulfini

o acido alilsulfonico (2

Esta propuesta se basa en el hecho de que la csstelna la cual

'~ vy que la ahcma se metabohza a los dlahl sulfuros lo:

que se han oxidado

(DASO) vy la dvahl sulfona (DASOQ) 20



En la tabla 2 se muestra el destino final de la alicina y de sus derivados en sangre.

»s derivados en sangre®®

Tabla 2. Destino final de la alicina y de sus comp

Productos de reaccion

Compuesto (0.5 mM) Vida media en sangre
(minutos) {moles / mol de compuesto)
Alicina N <1 Alil-SH (1.6)
Ajoene Ty 3 Al-SH(0.8) ]
T S.alil mercaptocisteina | 3 TUTTTTTANISA(0.9) |
Dialtrisuifure |7 4 Alil-SH
Dialildisuifure 60 ) Alil-SH
Dialilsutfuro NR
1. 2-vinilditina 15 Desconocido
T 3 iniditina ) NR
T TTTANICSH NR
Alina NR

* en sangre entera fresca guardada a 37°C"™'¢
NR (<10 reduce en 2 h).

Muchos de los productos de transformacion de la alicina estan presentes en Ios aoeltes

comerciales del ajo, y también son metabohzados mucualmente a ahl SH (ver la tabla

anterior). Esto es..una observacnon importante ,porque mdlca que Ios estudlos

farmacolégicos con aceite  de vamente compuestos

derivados de alicina, estan

en el organismo. -
La alina proi/er'iiénte del da y excretada rapidamente y puede

ser parcuaImeme metabollzada a DADS en hlgado de animales experimentales's2'22,

pero esto no pasa en humanos porque el consumo abundante de alina no resulta en la

presencia de alllsulfuros en el alcento Y ya que las y-glutamil-S-alquenil cisteinas son

TESIS CON 13
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estructuralmente similares al glutation, y son probablemente absorbidas intactas y
después hidrolizadas en el rifién por la y-glutamil transpeptidasa a. SAC y S-1-propenil
cisteina.? ! :

En un estudno sobre el destmo metabolnco de grandes dosxs de SAC en lres d|ferentes

especies de’ ammale (ratas. ratones

2.1.4 RESUMEN DE LA EVIDENCIA DE LOS COMPUESTOS ACTlVOS DEL AJO

Hasta aqui se ha vlsto que los. nosulfnatos son los pnncupales compuestos del ajo

responsables de proveer Ias diferentes acnvtdades lerap cas ‘en los niveles

normales del; consumo de ajo (2-4 g/dia). La allcma ‘es el nportante de los

tiosulfinatos y se for asoc:'ié mas con las

an al cortar ylo mturar un dlente de”ajo

actividades ant oxudantes i'osmfnato‘s 2538

Existen fuerles ev:dencnas que md:can que Ios tiosulfinatos 'son responsables de los

efectos annmlcroblanos e hlpollpudemlco/hrpccolesterolem|ames del ajo y también
parecen ser los responsables de los efectos anuoxldames e hipoglicémicos, ademas de

4




los efectos anticancerigenos y de estimulacion inmune. pero no hay evidencia de que
posea efecto hipotensivo (tabla 3).

Tabla 3. Resumen de los principales compuestos esenciales de los dientes de ajo
y sus efectos farmacoldgicos en los niveles normales de consumo.

E ‘EFECTO MUCHAS EVIDENCIAS "POCAS EVIDENCIAS |
i Antimicrobiano Alicinal tiosulfinatos .

P Hipsipidemice T T Alicinal tiosulfinatos [ 1
________ “Hipotensivo Desconodido (no tiosulfinatos) | y-giutamil cisteinas,

| fructanos

| Antitrombotico Alicina/ tiosulfinatos

i Fibrinolisis “Alicina/ tiosuifinatos Cicloalina

I Antioxidante Alicina/ tiosulfinatos

! Anticancerigeno Desconocido y tiosulfinatos y-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 los dientes de ajo y en-el ajo

picado. Asi mismo, en Ios productos de ajo, solo los compuestos dernvados de allna y

la: SAC;

ia denosnna las

de alicina nenen Ia mayo - actlvndad reponada Ademas

saponinas y ca posnblememe tenga alguna act dad terapéutica pero

los niveles: que se encuentran normalmente en los d|entes de ajo, son muy

tener una

tlvldad |mponante En el caso de las y-glutamil cisteinas y

pequeﬁos p T

los fructanos‘ son much rnas abundantes y son buenos candidatos para realizar
futuras :nvestugacnones aunque solo se han realizado algunos estudios in vitro. En la
actualidad se estan realizando mas estudios farmacologicos con fracciones de ajo de

composicidon conocida en diferentes areas, los cuales en su mayoria estan conducidos

N
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hacia los efectos anticancerigenos y sobre ia actividad en el sistema inmune, asi como
del efecto cardioprotector de algunos compuestos, investigaciones que quiza podrian

conducir a la identificacidon de compuestos aun Nno_conocidos.

2.2 LIPOPROTEINAS

tLa naturaleza hidrofdbica de los trlgl:cendos fosfollpvdos y colesterol su demanda por

las células del cuerpo, y la via sangumea por la que deben de Ilegar a, ellas hacen
oleculas s:mples,

necesario un sistema comple}o para transportarlos Aun cuando

como los acidos’ ~grasos, pueden ser. t anspo ados en el plasma en uruén a albumlna

un mecanismo eflClen(e para el acarreo de trlgllcerldos fosfohpndos y colesterol debe

ser capaz, no solo para transportar esas’ molécu!as hpdrofoblcas a traves de un medio

acuoso como. =s el plasma sangu:neo “sino que también debe asegurar su d:stnbucuon

a tejidos especuﬁt;os en los que se requieren. La unidon de estos elementos en

combinacion - con -algunas proteinas (apolipoproteinas) forman unidades conocidas

como lipoproteinas, que satisfacen ambos requerimientos.
2.2.1 ESTRUCTURA DE LAS LIPOPROTEINAS

Las lipoproteinas plasmaticas son particulas constituidas por dos zonas principales. La

primera se encuentra en |a parte central de la molécula en donde encontramos lipidos

no polares, es decir, triglicéridos y ésteres del colesterol. los cuales forman

microemulsiones, siendo el elemento emulsificador un fosfolipido. generalmente lecitina




(fosfalidilcolina). La segunda region es anﬁpa’tica incluye moléculas como fosfolipidos y
colesterol hbre Estas dos moleculas uenen una parte apolar y otra no cargada o que

potencualmente puede adqumr carga De esta manera alinean sus partes apolares junto

a |lpldOS hac el centro y la partes olubles h ia el amblente acuoso de la sangre

as ‘clases de apolipotroteinas que tienen varias

hidréfobas h

el ambiente
sitio de

estructurales ™’ algunas apolipoptroteinas son el

poseen determinantes espéciﬁtbs ‘que les permiten funcionar como cofactores de las

enzimas que intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas.
El resultado es una particula que puede ser relativamente soluble en agua permitiendo

el transporte de molécuilas hidrofobas contenidas en su interior a través del r::lasma.z"""’7

2.2.2 LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL)

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) tienen un diametro de 20-22 nm. Estan
constituidas principalmente por ésteres de colesterol (35-45%), contienen un 22-26% de
apolipoproteinas de las cuales mas del 95% es Apé 8—160. Su densidad esta entre
1.019-1.063 g/ml.. Son las lipoproteinas que mas colestefol transportan en el plasma

humano y constituyen la principal fuente de colestero! para las células, el cual pude ser




utilizado para la biosintesis de membranas celulares, como precursor de acidos biliares
y hormonas esteroideas entre otros procesos biosintéticos.

La via principal por la que el higado y los tejidos periféricos depuran a las LDL del
plasma, es a través de receptores especificos, l0s cuales reconocen y unen a la

molécula de Apo B-100 presente en la superficie de las LDL.?®

Stiucture of LDL

Figura 3. Estructura de ja LDL
A nivel sistémico los receptores de LDL cumplen con una segunda funcidn que es
critica para el desarrollo de la aterosclerosis, remueven a las LDL del torrente
sanguineo. Estudios clinicos y experimentales han establecido que una concentracion

elevada de LDL en el plasma esta asociada con una acelerada aterogénesis.'®

Se ha inducido aterosclerosis en animales experimentales por medio de una dieta alta

en grasas, con la que se elevan los niveles plasmaticos de colesterol Estas dietas altas

I8




en grasas y colesterol pueden elevar los niveles de LDIL. apareciendo poco a poco

lesiones aterosclerdticas.?®

Hay poca' mformacron acerca da los ‘efectos de la oxidacion lipidica bs'obre la
Se ha reportado en pacientes" con enfermedades

aterosclerosns Eﬂ h ‘anOS

coronarlas un aumento en la concentracxon de lipidos oxidados en el plasma Las LDL

son protegldas de la oxndacnon por amnoxldames liposolubles como es el o- tocoferol y

insaturadpé: ‘de las LDLU:Clando las‘LDlA_fson'dxidadas, adq‘uier‘e ‘nuevas propiedades

que se encontrabén ausentes en'las’LDL nativas.

La generaé:londe un:exceso de radicales libres esta implicada en el aumento de

enfermedades’ cardiovasculares, cancer y enfermedades neurodegenerativas. Se ha

investigado que- existe un balance entre los efectos adversos ocasionados por los

radicales libres y la complementacion del sistema antioxidante endégeno con consumo

de antioxidantes en la dieta.'?



tas LDL oxidadas (LDL-ox) adquieren propiedades antigénicas que son reconocidas

por el sistema inmune como extrafias y esto conlleva a nuevas respuestas biologicas.

En resumen, el dafo oxidativo es acompanado por ia pérdida de su funcidn normal, ya
que las LDL-ox son captadas por los macréfagos, los que se hinchan y mueren,
resultando finalmente en masas de macréfagos muertos, las que son conocidas como

células espumosas. Las células espumaosas se colocan en la capa externa del endotelio

del vaso e inician la primera etapa de la aterosclerosis.'

2.3 FUNDAMENTO DE LA TECNICA

Se plantea un proyecto para estudiar de manera comparativa los efectos antioxidantes
que tienen distintas presentaciones del ajo al ser sometidas al calor. Asi, la informacién
que se obtenga permitira reconocer si el ajo que normalmente se consume en casa con
los alimentos, tiene propiedades. antioxidantes, lo que permitira recomendarlo

ampliamente para su CONsSumMo por sus propiedades benéficas.

hlt:lédé pof_ un ataque de radicales libres sobre dobles

el 'L_o's‘:d»ienos conjugados son formados (-CH=CH-
luz ;JIftravioleta en un rango de longitud de onda de
230;235 n \ ; n‘fconvertidos en hidroxiperoxidos lipidicos y otras
molécuias reactivas, como lo’ 'soﬁ los aldehidos. El aumento ce investigaciones que

implican a {a peroxidacion lipidica como un factor patogénico en distintos tipos de

20



enfermedades humanas, ha hecho importante el desarrollo de métodos que permitan ia

cuantificacion de la misma.>®

Uno de ellos es an’alizar ia susceptibilidad a la oxidacion por la formacion de dienos

conjugados' n LDL expuestas al Cu®* in vitro Se ha investigado la posibilidad de

determinac r:m d la 'fase‘ de latenc e ‘el suero. Este estudio se basé en el hecho de

comparar las fases de latencxa de Ias dnferentes fracciones de lipoproteinas en el suero

(VLDL, iDL, LDLy HDL) %




Se parte de que el suero control no presentaba fracciones lipoproteicas y su fase de
latencia era 119 min. Al agregarle las fracciones de lipoproteinas: HDL, VLDL e IDL, se
presenté una fase de {atencia muy similar a la del control. Por otro lado, al agregar

LDL, VLDL y HDL la fase de latencia disminuyé a la mitad con respecto al suero control‘

(77.3 min vs 119 min).

ormacion de

Este método tiel e}'v g ‘s” gri jas yé que sdlo L uekro“(O.QG‘7‘% en
PBS)yia adig:iéﬁ del QuSOL: antes(del ’akna'liski's espectofoi;héiric6: el cual Feciuiere’e' muy
pequenos voh.';rnéneé, y permite unay determinacidon precisa de la -individual
susceptibilidad a la oxidacion de cada suero. Mas adn, no puede ser excluido que ia

relativa capacidad sea distorsionada debido a la dilucidon del suero.*

Se han propuesto varios mecanismos para explicar la habilidad del Cu®* para promover
la oxidacion de las LDL ya que ha sido la manera mas comun de iniciar la oxidacion de

las LDL in vitro.®! Algunos de mecanismos citados son:

<= Interacciones entre los iones del cobre y los hidoxiperoxidos lipidicos.

< Modulacién de ia lipoperoxidacion por a-tocoferol.

< Autooxidacion y formacion del radical hidroxilo

~~




3) OBJETIVOS

Establecer la técnica para estudiar la oxidacion de las LDL en el suero

humano completo

e Medir la actw:dad anlroxudanle in wtro de extractos acuosos de polvo de ajoy

dientes de’ ajo

benéficos aparte de aportar un buen sabor a los alimentos.

4) HIPOTESIS

e los extractos acucsos .de poivo de ajo y d|ente de a‘o inhibiran in vitro la

oxidacion de las LDLVdeI mducnda por Cu

Las propledades antloxldantes de estos extractos del ajo no ‘se afectaran por el

calentamiento a ebulhc:on por 20 mlnuto

[M]
7]



5) MATERIALES Y METODOS
5.1 MATERIALES

5.1.1. REACTIVOS

i . o N " Peso
Reactivo C g A 1amiento Molecular
CuSOa Baker 19343 Temp. ambiente 249.686 g/mot
T - 136.09 g/mol
KHoPO4 Baker 3246-01 Temp. ambiente
141.86 g/mol
NasHP O, Baker 3828-05 Temp. ambiente
H>0 destilada y :
purificada Temp. amb:ente_v 18 g/mol B

5.1.2 SOLUCIONES
«* Amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7.4

[ Reactivo T 250 mi
KH-PO« I 0.421g
NaHPO4 ! 0.270 g

Para este calculo se usa la ecuacion de Henderson Hasselbach:

pH= pka + log (Base/Acido)

> CuSOs 1t mM

[T ""Reactivo I 50 ml i

I CuSOa__ 1 12.48 mg i




5.1.3 EQUIPO

NOMBRE MARCA CATALOGO MODELG W SERIE
AGITADOR MAGNETICO C/5 COLE PARMER 51450-70 579961140847
LUGARES
BALANZA ANALITICA OHAUS GA-110 2476
ELECTRONICA
BALANZA GRANATARIA SHAUS TRIPLE BEAM 700800
CENTRIFUGA DE MESA BECKMAN MICROFUGE
REFRIGERADA “R"
COMPUT. PAVILION 7941 HEWLETT
(BOCINAS) PACKARD (POLK
AUDIO)
CONGELADOR -80°C REVCO ULT1786-7-D12 | N12F-288848-
NF
ESCANER SCANJET 2200C HEWLETT SCANJET CN157180G8
PACKARD 2200C (CB500A)
ESPECTROFOTOMETRO DU-64 BECKMAN DU-64 4294845
ESPEC TROFOTOME TRO DU- BECKMAN NO TIENE 3321349
640 (CONTROLADOR DE
TEMPERATURA)
HOMOGENIZADOR POLITRON BRINKMARNN PT2000 1162
IMPRESORA INYECCION TINTA HEWLETT DESKJET 64D-C | MX1181302ZV
640-C PACKARD
MICROPIPETA 10 L WHEATON 622 0010 CALIBRA 822 12441226
SOCOREX
MICROPIPETA 100 pL WHEATON B822E.0100 | CALIBRA 822 1131092
SOCOREX VWR
MICROPIPETA 1000 piL HIGH TECH LAB VE 1000 90026827
MICROPIPETA 20 pL WHEATON 822.0020 CALIBRA 822 5152075
SOCOREX
MICROPIPETA 200 pL WHEATON 822 0200 CALIBRA 822 0251522
SOCOREX
POLITRON (CUCHILLA BRINKMANN
GRANDE)
POTENCIOMETRO BECKMAN 571052 FUTURA GEL-
(ELECTRODO) FILLED
PURIFICADOR DE AGUA MILLIPORE MILLIQ-PLUS | FAMM75720A
ROTOR DE CENTRIFUGA BECKMAN 361130 F2415
radio = 8cm
VORTEX THERMOLYNE | MAXI MIX i1 M37615 15696

9
W




5.2 METODOS
5.2.1 Diagrama de Flujo

Formar extractos acuosos a partir de:
polvo de ajo y diente de ajo sometido a
calentamiento, polvo de ajo y diente de

ajo sin calentamiento (control).

Obtencion del suero a
partir de 5 muestras de
sangre humana, diluido

al 0.67% en PBS

:

Adicionar al suero CuS0O4 12.5u M
(concentracion final) + el extracto acuoso de
ajo (excepto el control el cual no contiene
extracto acuoso).

:

Medir la cinética de oxidacion a 37°C
mediante lecturas espectrofotometricas a
234 nm para seguir la formacion de

l

dienos conjugados por 240 min

propagacion.

Construir curva de cinética de
oxidacién y calcular ia fase de
latencia (FL), area bajo la curva
(ABC) y la pendiente de ia fase de

I

Analisis estadistico
ANOVA

20



5.2.2 Preparacion de extractos acuosos de ajo

a) Ajo en polvo control: Se pesaron 0.6 g de ajo en polvo y se le agregaron 6 m! de
agua destilada, se agité 20 minutos, se centrifugé a 20,124 x g/5 min a 4°C. Se trabajo

con el sobrenadante y se realizaron las siguientes diluciones: 0.025%, 0.01%, 0.0075%

y 0.005%.

b) Ajo en polvo sometido a alta temperatura: Se obtuvo el extracto acuoso a partlr
de dientes de ajo como se menciona en el inciso anterior. Se calentd 20 m|n a fuego
directo (ebullicion) y se restituyo con agua destilada. Se centrifugd a 20,124 x g/5 mm a

4°C, se obtuvo el sobrenadante y se realizaron las siguientes diluciones: 0.01% y

0.005%.

c) Diente de ajo contrdl; Se pesaron 20.8 g de dientes de ajo y se agregaron 40 ml de

agua destilada,” se pice en un’ mortero se homogenizé en un politron y. se

realizaron dos cemr ugac ones la primera a 1,277 x g/10 min y ia segunda a 20, 124 xg

/5 min a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante y se hicieron las siguientes diluciones: 0.37 %,

0.2%. 0.125% y 0.06%

d) Diente de ajo sometido a alta temperatura: Se obtuvo el extractc acuoso a partir

de dientes de ajo como se menciona en el inciso anterior. Se calentd 20 minutos a

fuego directo (ebullicidn) y se restituyd con agua destilada, se efectud una

centrifugacion a 20,124 x g / 5 min a 4°C y del sobrenadante se hicieron las siguientes

ciluciones' 0.2% y 0.1%



5.2.3 Obtencion del suero

Se obtuvieron 7 ml de sangre de sujetocs humanos con ayuno de .12 horas. El suero se

separd utilizando procedimientos estandar y se almacend a -80°C hasta su analisis, 3234

5.2.4 Oxidacién de las lipoproteinas del suero

La tabla 4 detalla el volumen uuhzado de cada uno de los componemes de la mezcla de

reaccion.
Tabla 4. volumen de cada uno de los componentes de ta mezcla
Componente | Control Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
PBS 943 i 943 i 943 pi 943l 943 i 943 i
Suero 6.7 ul 6.7 pl 6.7 ul 6.7 pt 6.7 pl 6.7 pi
CuS0, 1 mM 125 .l 125 ut 12.5 pl 125 ¢ 12.5 pt 125m
%"ﬁ;“d’aézﬁia—ua : 375l TTaAvs o 17.5 pl 1785 ] 1750l 17.5 pi
T TExtracto” ] TTIIITTT T2 T T 20w T 200w 20wl 20 i
|_acuosode Ajo | - S
L SUMA i 1000 4l 1060 it 1000 gt 1600 ul {1000 ut 1000 pit




Al establecer la técnica para estudiar la oxidacion de las LDL en el suero completo se

obtuvieron las siguientes condiciones optimas para su operacion (ver tabla 5).

ion de las LDL.

Tabla S. C: iciones optimas para i (]
PBS 20 mM, pH 7 4
Suero 0.67% en PBS (Buffer de Fosfatos) °
CuSO. 12.5 uM (Concentracion Final)
Oz Disuelto a saturacion (5 min)

La cinética de oxidacidn se monitored mediante lecturas espectofotométricas a 234 nm,

para seguir la formacion de dienos conjugados.

Se registraron lecturas de densndad optica (DO) cada 10 minutos, durante 240 rrun

usando el soﬁware Knnetlcs l ume del espec(ofotometro Beckman Coulter DU 640 Con

estos datos se col
cero) y a:parti

intervalo e
n la tangente de la fase de la oxidacion. S

la oxidacion
calculd tambié as pendientes de las diferentes curvas de oxidacion obtenidas y el area




is estadistico

5.2.5 Ana

Las variables para describir diferencias entre las curvas de oxidacion, fueron:

a. La fase de latencia (FL).
b. Las pendientes de la fase de propagacion.

c. El area bajo la curva de oxidacion.

Se calculd el promedio + el error estandar (EE) de cada una de estas variables. La FL y

la pendiente se calcularon obteniendo la regresion sigmoidal de ia curva de oxidacion

usando el's‘of‘t'vo;a" g Origiﬁ_ Graph 6.0. Ei promedio, el EE y el area bajo la curva se

obtuvieron usando el software Graph Pad Prism 3.02

La diferencia global entre:los grupos estudiados se evalud con el analisis de varianza
(ANOVA) péfa e\)_aluar si_existen diferencias significativas entre ellos. Con la prueba de
comparacioneé mﬁliipiés de Bonferroni se determind entre cuales grupos existia

diferencia significativa.' Se establecio el nivel de significancia estadistica de 0.05.3




6) RESULTADOS

6.1 DATOS DE LOS SUJETOS HUMANOS A PARTIR DE LOS CUALES SE OBTUVO

ElL SUERO.

En la tabla 6 se presentan los datos de los sujetos humanos a partir de los cuales se

obtuvo la sangre para la obtencidn del suero.

Tabla 6. Datos de los sujetos humanos
PESO
n=5 INICIALES SEXO EDAD ESTATURA
CORPORAL

1 JPCH M 46 anos 1.78m 70 Kg.
2 ICHL F 24 anos 1.70m 55 Kg.
3 LCccC F 24 arfios 1.68m 65 Kg.
4 VMMA M 26 afos 1.75m 66 Kg.
5 MGAM F 26 anos 1.63m 53 Kg.

6.2 EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE AJO EN POLVO SOBRE LA

OXIDACION DE LAS LDL

En la tabla 7 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de polvo de

ajo, utilizando en analisis de varianza paramétrico y

(comparacion miultiple entre grupos).

la prueba de Bonferroni

El area bajo la curva disminuye cuando aumenta

la concentracion de los extractos acuosos de polvo de ajo. La fase de latencia por su

parte, es mayor cuando aumenta la concentracion de los extractos acuosos de polvo de

ajo. La pendiente de la fase de propagacion solo disminuye a la concentracion mas alta

(0.01%). En la figura 4 se muestran las graficas de la oxidacion de LDL del suero de los

5 sujetos estudiados.

TESIS C7™
FALLA DE ORIGEN




Tabla 7. Efecto del extracto acuoso de polvo de ajo sin calentamiento sobre la oxidacién

de las LDL., U S —
Concentracién del @Area bajo la Pendiente de la fase de
®Fase de latencia .
extracto acuoso de curva propagacion
) (Media + EE) .
ajo en polvo (Media + EE) {Media + EE)
Control 329 2.1 238 x41~ 0.02 + 0.001
0.005% 27.4+x22° 7037 £23- | 0019 +0.001
0.00075% 175 + 1.4 5% 106.1 26~ | 0018 +0.002
[ S I
0.01% 11.6 + 1.5°° 128.5 + 30~ 0014 +0002°
0.025% 6.0 0.8 ""J B nd [ T TTnd
n=5 Area bajo ia curva "Fase de Jatencia " 77 "Pendiente
a p < 0.001 vs control todas * p< 0.001 d p< 0.05 wvs control

b p<0.01 vs 0.025%
c p<0.01 vs 0.005%

Fig. 4 Efecto del extracto acuoso de polvo de ajo sin calentamiento sobre la oxidacién
de las LDL.
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En la tabla 8 se muestran los resultados de las dlferentes concemractones de polvo de

ajo, utilizando el anélusns de varianza paramelrlco y T eba r,de; Bonferroni

(comparacic‘m'malhple entre grupos). El area bajo la curva dis uye cuando aurenta

la concentracuon de los extractos acuosos ‘de polv de Iaténcié por su

parte, es mayor cuando aumenta la concentra én de los extractos acuosos de polvo de

ajo. La pendiente de la fase de propagacio a gncenlracu)n mas alta
(0.1%).

Se observa que el calentamiento no afect a, la fase de latenciay la

pendiente de la fase de propagacion a la misma concentracu n.
En la figura S se muestran las graficas de ia oxndaclon de LDL de! suero de los 5 sujetos

estudiados.

Tabla 8. Efecto del extracto acuoso de polvo de ajo con y sin calentamiento sobre la
oxidacién de las LDL.
Concentraciéon

®dArea bajo la Pendiente de ia fase de
del ®Fase de latencia R
curva propagacion
extracto acuoso {Media + EE) R
A (Media i EE) (Media + EE)
de ajo en poivo
Control 306 +18° 294437° ' "0.025 1 0.001
0.005% 19.4+20° 884+63° | 0020z 0002
0.005% a 226 +19° 707+62°% | " '0020zx 0002
0.01% 87 +06° 1587+ 50° | ~ 0016+0.002 *
001% A 11.7+16° 13a6+67° |~ 0016+0.002 -

n=$§
A (calentado 20 min)

@ Letras diferentes indican p< 0.05 .05 vs control




Fig.5 Efecto del extracto acuoso de polvo de ajo con y sin calentamiento sobre la
oxidacion de las LDL..
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sSujeto S

—a— Control
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—w— 0.005%
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—— 0.005% \

ADO /40 min

300

minutos.

6.3 EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE DIENTE DE AJO SOBRE LA
OXIDACION DE LAS LDL
En la tabla 9 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones del extracto

acuoso de diente de ajo, utilizando un analisis de varianza parameétrico y la prueba de

Bonferroni (comparacnon multlple entre grupos). El comportamiento” que- sigue el

extracto acuoso de d'ente de’ a]o es stmllar al extracto acuoso de polvo de ajo. El area

bajo la curva dlsmlnuye cuando aumenta la concentracion de los extractos acuosos de

aiente de latenma por su parte, es mayor cuando aumenta la

concentracnén de:los xtractos acuosos de diente de ajo. La pendlenle de la fase de
propagacnon solo dlsmlnuye a la concentracion mas alta (0.2%).

Enla f‘gura 6 se muestran las graficas de la oxidacién de LDL del suero de los S sujetos

estudiados.




Tabla 9. Efecto del extracto acuoso de diente de ajo sin calentamiento sobre la oxidacion

de las LDL..
Concentracion del @Area bajo la R Pendiente de la fase
dFase de latencia .
extracto acuoso curva de propagacion
i . . (Media t+ EE) .
de diente de ajo {Media 1 EE) (Media 31 EE)
Control 306 +2.1 38.7+7.5 0.027 + 0.002
0.05% 241 £17P€ 61.3+70°¢ 0.023 + 0.001
0.1% 23.1 £+ 0.3°P¢ 80.3 + 5.0%¢ 0.020 = 0.001
0.2% 156 £ 1.9°¢ 1196957 0.021 + 0.002
0.3% 69x17°F n.d 0.017 £ 0.001'
n=5 Area bajo ta curva " Fase de latencia Pendiente

a p <0.0071 vs control dp <0.01 vs control f vs control p <0.01
b p<005 vs02% e p<0.05 vs 0.2%
c p <0001 vs 0.3%

Fig.6 Efecto del extracto acuoso de polvo de ajo con y sin calentamiento sobre la
oxidacion de las LDL.
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En la tabla 10 se muestran los resultados de las deferentes concentraciones del
extracto acuoso de diente de ajo, utilizando un analisis de varianza paramétrico y la
prueba de Bonferroni (comparacion multiple entre grupos). El comportamiento que
sigue el extrac;o acuoso de diente de ajo es similar al extracto acuoso de polvo de ajo.
El area bajo la curva disminuye cuando aumenta la concentracion de los extractos
acuosos de diente de ajo. La fase de latencia por su parte, es mayor cuando aumenta la
concentracion de los extractos acuosos de diente de ajo. La pendiente de la fase de
propagacion solo disminuye a la concentracion mas alta (0.2%A).

Se observa que el calentamiento no afecta el area bajo la curva, la fase de latencia y la
pendiente de la fase de propagacion a la misma concentraciéon.

En la figura 7 se muestran las graficas de la oxidacion de LDL del suero de los 5 sujetos

estudiados.

Tabla 10. Efecto del extracto acuoso de diente de ajo con y sin calentamiento sobre ta
oxidaciéon de las LDL.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Concentracion del @Area bajo la Pendiente de la fase
DFase de latencia .
extracto acuoso de curva de propagacion
. . R (Media 1 EE) .
diente de ajo (Media & EE) (Media * EE)
Control 28.1 +27 31.5+32 0.027 + 0.002
0.1% 250:20 T |713+6s5" 0.023 + 0.001
C1% a 20.3+1.6 708+6°¢ 0.020 + 0.001
02% 15.0 +1.3°2P 117.4+11.1°9 0.021 + 0.002
02% A 1260936 96.2+14° 0.017 +0.001 ¢
n=5 A (calentado 20 min)
Area bajo la curva Fase de latencia Pendiente
a vs controi p < 0.05 < vs control p <0.05 e vs control p <0.05
bvs 0.1% p < 0.01 dvs 0.1% y 0.1%A p <0.05




Fig. 7 Efecto del extracto acuoso de diente de ajo con y sin calentamiento sobre la
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7) DISCUSION DE RESULTADOS

Al establecer la técnica para estudiar la oxidacion de las LDL en el suero corhpleto se
obtuvieron las siguientes condiciones éptimas (PBS 20 mM - pH 7.4.-Cu864 12_..5 UM,
suero diluido al 0.67% en PBS, Ozdisuelto a saturacion). e S

Se hicieron distintas variaciones para poder encontrar las cor';didiones épvtiniays. estas
consistieron en variar las concentraciones de CuSO, (12.5 uM, 25 uM y 50 M) para

encontrar ‘e’l mejor comportamiento, teniendo asi que con 12.5 uM la cinética de la

reaccion se mostraba mas reproducible.

Un punto importante a considerar es la cantidad de centrifugaciones que se le tuvieron

qQue hacer al extracto acuoso de diente de ajo (cuatro), ya gque es de extrema
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importancia que se encuentre perfectamente transparente para que pueda ser leido en
el espectrofotometro UV y no sea causa de alguna alteracién en la cinética de
oxidacion. Asi mismo el suero debe estar centrifugado por lo menos tres veces para
que no cause interferencia en la lectura.

Enel preseme estudig se evalud el efecto de los extractos acuosos de polvo de ajo y de
diente de ajo (con y sin calentamiento) sobre la oxidacion de LDL en el suero. Las
variables queVse'utiiizaron describen los efectos de cada concentracion: area bajo la

curva, fase delatencia y la pendiente de la fase de propagacion de la curva de

oxidacion.

Con respeclo al extracto acuoso de polvo de ajo sin calentamiento se observa que las
cuatro concentracnones utilizadas (0.005%, 0.0075%, 0.01% y 0.025%) tuvueron efecto
inhibidor ‘sobre Ia oxidacion de las LDL en el suero. Asi mismo se demuestra que la
capacndad antnoxudante es directamente proporcional a la concentracion de estos
extractos acuosos es decir, mientras mas concentrado sea el extracto, mayor efecto

inhibidor tendré sobre la oxidacién de las LDL.

Al aumentar. la’ concentracidn del extracto acuoso el area bajo la curva decrece, lo que

indica una inhibicidn de las LDL a ser oxidadas, ya que es menor la cantidad dé_ die;'-os

conjugados formados por la oxidacion de los acidos grasos de las LDL por Cu®’ Las
pendienteé de la fase de oxidacién van disminuyendo, aunque sdlo la concentracidn

0.01% fue significativamente distinta con respecto al control



La fase de latencia aumenta si se encuentra mas concentrado el extracto acuoso, es

decir, existe una mayor resistencia de las LDL a la oxidacion por Cu®* mostrando una

diferencia significativa entre todas las concentraciones.

Con respecto al extracto acuoso de polvo de ajo sometido a calentamiento, se observa
que las cuatro concentraciones que fueron evaluadas (0.005%, 0.005% A, 0.01% y

0.01% A). . tuvieron un efecto inhibidor sobre la oxidacidn de las LDL de! suero,

mostrando un efecto antioxidante.

La concentracidn del extracto acu
actividad antioxidante, ya que como muestran 16s resi.qlta'dos ia concentracién de 0.01%

que 0.005%, 0.005% A y que el control

y 0.01%A, tuvieron un area bajo la cu m

esta concentracion, o que_cdi'iﬁrhna que mientras mas concentrado sea el extracto de

ajo, tendra mayor efgit_:td" "ibi:db}-.i

significativa’ entre ' las° mismas. concentraciones con tratamiento y sin tratamiento. Este

punto es:importante ya que ‘el ajo es frecuentemente usado para cocinar. Han



investigado al respecto y se dice que no hay evidencia de que si al cocinar e! ajo se
destruye su actividad. Recientemente se realizé una investigacion donde el ajo fue

sometido a calentamiento y se le midid su capacidad atrapadora del radical hidroxilo

(-OH) resultando que el calor reduce levemente su actividad.™®

Utilizando este modelo expérimental se observd que continia presente la capacidad

antioxidante del extracto de ajo calentado solamente decrece y por eso NoO es

significativo su descenso comparado con ‘'Su misma concentracion sin calentamiento.

En lo que se refiere at ex o _de diente de ajo sin calentamiento, se muestra

que tiene un comport

resultados obtenidos fue

homogéneo (del m

conjugados formados por Ia oxudacnon de los acidos grasos de las LDL por Cu
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Por otra parte, la fase de latencia fue mayor cuando aumentd la concentracion del
extracto acuoso, 10 que sugiere nuevamente un efecto protector ante la oxidacion de las

LDL.

Con resbepto ‘al *ekt'racm acuoso de diente de ajo sometido a calentamiento, los

resultados . obtenidos :muestran el mismo comportamiento que el extracto acuoso de

polvo dé‘ : s chatro concentraciones utilizadas (0.1%, 0.1%A, 0.2% y

minutos,

tiene ajo)t

e a o Ll lvo?q'l;lefnos dice que tiene una mayor
capacid_ad antioxidante . que su'm maAgopcent'raciénvsiﬁ calentar. La diferencia no es
significativa entre ambas con‘c’:_eptr:acidlnés‘ (p> 0.05). Con base en las pendientes de la
fase de prbpa/gacnc‘m‘, sﬁc’edé ‘e'l fnisrno fendmeno, las pendientes disminuyen cuando es
calentado él éyi(tract'ok de diente de ajo pero el descenso no es significativo tampoco.

Es interesaﬁie comparar las fases de latencia ya que al calentar el extracto de diente de
ajo, la fase de latencia decrece comparado con sus mismas concentraciones sin

calentar. Esta disminucion tampoco es significativa.




Estos resultados sugieren que al calentar el extracto de diente de ajo, permanece su
capacidad antioxidante ya que no difiere significativamente del comportamiento detl

extracto acuoso de diente de ajo sin calentar.

8) CONCLUSIONES

Se establecid la técnica para estudiar la oxidacion de las LDL en’el suero Qohjplefo y
S04 12.5uM,

se obtuvieron las siguientes condiciones ép!imas {PBS 20 mM = pHv7.

suero diluido al 0.67% en PBS, Ozdisuelto a saturacion). Lo que sugl re q'ue“éstars

condxcuones descrlben con certeza el comportamiento de la ctnetlca d oxndac:on de las

LDL de! suero humano RN

Aunque es un esludlo /n vitro, los resultados obtemdo

ingredientes benéficos aparte de aportar un buen sabor a los allmemos




9) PERSPECTIVAS

Medicion de la capacidad antioxidante de ajo en escabeche y ajo hervido antes
de cortar sobre la oxidacién de las LDL con Cu?* en el suero humano.

Evaluar el efecto de la alicina y la S-alil cisteina sobre la. oxidacién de las LDL
con Cu®* en el suero humano.

Dilucidar el mecanismo por el cual el extracto acuosc de ajo inhibe la oxidacion
de las LDL'c;:'n Cuz’ por medio del sistema xantina-xantina oxidasa.

Estudiar s a oxidacién de las LDL se ve inhibida después del consumo de ajo en
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