UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EFECTO DE DIFERENTES EXTRACTOS DE AJO SOBRE LA
OXIDACION DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD EN
SUERO HUMANO.

T E S l S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS
P R E S E N T A

MARIANA GIL ORTIZ

nid

EXAMENES PROFESION
ALES
FACULTAD DE QUIMICA

MEXICO, D.F 2004




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Jurado asignado:

Presidente Prof. Lucia Gabriela Bascunian Termini
Vocal Prof. Lucia Cornejo Barrera

Secretario Prof. Jose Pedraza Chaverri

Ter, Suplente Prof. Francisco Javier Plasencia de la Parra
2do. Suplente Prof. Rosa Maria Argote Espinoza

Sitio donde se desarrollo el tema:
Laboratorio de Bioguimica Clinica 209, Departamento de Biologia, Edificio B.
Facultad de Quimica, UNAM, México D.F.

Este trabajo de investigaciin recibid apoyo del Consejo Macional de Ciencias v

Tecnologia (Proyecto No. 40009 M)

Dot

Asesor Dr. Jose Pedraza Chaverri
Sustentante; Mariana Gil Ortiz E l




Husstra recompensa se encuentra en el esfuerzo v mo en el resultado, Un
esfuerzo total es una victoria completa.
Gandhi, Mahatma

Hemos olvidado que nuestra Gnica meta es vivir y que vivir lo hacemos cada
dia y que en todas las horas de la jornada alcanzamos nuestra verdadera meta
si vivimos... Los dias son frutos y nuestro papel es comerios,

Giono, Jean

Puede decirse que la diferencia més sobresaliente entre los hombres de
ciencia y los demds profesionales es que los primeros aceptan su ignorancia y
parten de ella para realizar sus trabajos v observaciones, mientrad que los
sequndos basan wus actividades en los conocimientos que ya poseen O Créen



AGRADECIMIENTOS ¥ DEDSCATORIAS

Les dedico de manera especial 5 mE padres este trabajo, ya que son parte del fanda y
sasten que lo alimentaron a Lo largo de su desarrollo,

A mi padre le agradezco enormemente el haberme formado y el ensefarme las
diferentes formas que existen para decir fe quiero, Asi comd demostrarme su infinita
apoys durante mi wida,

A mi madre le agradezco la oportunidad de conocerla mas alld, por apoyar mis ideas mas
locas; gozes conmigo mis wictorias v llorar mis derrotas. Por ser mas que una madre para
ITul.
hmmmhm#ﬂbﬂwmmmmﬂuw.nmcm
has sabido levantarte: asl como que nd existen imposibles.

A mi hermano Miguel, le agraderco todo cuanto ha hecho por mi; eres un gran ser
himans ¥ me sients muy orgulloss de fonmar parte de (o vids, Sabes gue spoys todos
Lus SUSROs. ..

A mi madring abel, |2 dedico ete trabajo ya gue ha estado & mi lado desds que egla
travesia empend, pero sobretodo por que nunce ha dejado de cresr en mi. Gracias por
saber ser mi amiga y por preocuparte por mi,

& mi Tata, por ser mi personaje inotvidable, Gracias por brindarme una infancia llena de
recuerdos felioes. ¥ darme un gran ejemplo de perseverancia,

A Youssef, gracias por haber estado a mi lado, por ensefiarme tantas cosas de mi gue
desconocia, aprender de ti gue nada es imposible y por oreer en mi. TA,

A Paola v a Tino por recormer este tramo del caming desde el principio; a Mawricio,
Laura, Tanla y May por habemos conocldo a mitad del caming. A todos, por permitirme
adentrarme en su vida y por demostrarme de wna manera inexplicable que la vida se
encarga de juntar a la gente Indicada ¥ que la amistad existe; pase lo gque pase siempre
estarin conmigo. Graclas por hacer de la vida junto a ustedes un sin fin de aventuras.

A Gaby por habsrme enamorado de este proyecto, asi como la confianza y la amistad
brimndada.

En este trabajo hay trazas de cada uno de ustedes,

A mi guerida hevmana y amiga Fer, gracias por ensefiarme que una distancia nd rompe
una amistad si po que la hate més fuerte; gracias por estar siempre presente,

Al Dr, José Pedraza Chaverri la oportunidad de trabajar, asi como la confianza v &l
apoya brindado a 1o larga de mi estancia en el laboratorio, En verdad muchas Graclas,

Al laberatorio 209 Irasema, Martsol, Rosaura, |saac y Omar. Graclas per adoptarme, por
Su cariiio y apoya,

A mi amads Universidad, per habsrme dade Lanto y Snsefanme & crecer,



IHDICE

Pagina
1. Introduccitn i
1. Antecedentes 3
2.1 Bl ajo ¥ sus propledades 3
1.1 Compuestos presentes en el ajo 5
« Resumen de la evidencia de los compuestos activas del ajo 7
1.1 La aterosclerosis 8
2.4 Las lpoprotednas 1o
= Lipoproteinas de baja densidad 10
1.5 Propiedades quelantes de los extractos de ajo i
3. Hipdtesis 13
4. Dbjetivos i3
5. Metodologias i5
# Materiales y reactivos 15
= Saluciones
15
5.1 Owidackén del suero: dienos conjugados .
» Diagrama de flujo :g
+ Preparacion de extractos acuosos 18
= Afslamiento del suero 18
= Owidackin de las lipoproteinas ded suero 0
= Analisis estadistico
5.1 Propledades guelantes del ajo: xantina-kantina oxidasa i
= Diagrama de flujo 2
= Preparachin de extractos acuosas 3
» Tabla de proporciones empleadas en la tBonica 123
= Analisis estadistico 4
6. Resultados y Discusion 25

6.1 Oxidacion del swero: dienos conjugados 25



* Efecto del extracto de ajo hervido
« Efecto del extracto de ajo calentado en microondas
« Efecto del extracto de ajo en escabeche

6,2 Propiedades quelantes del ajo; xantina-xantina oxidasa
= Efecto del extracto de diente de ajo crudo
« Efecto del extracto de ajo hervido
= Efecto del extracto de ajo calentado en microondas
= Efecto del extracto de ajo en escabechs
7. Conclusiones

8. Bibtiografia

Fl.
19

19
4
a3
45

51



RESUMEMN

En el presente estudio se evaluo el efecto de tres extractos acuosos de ajo sometidos
a un tratamiento previo (ebullicion, microondas y escabeche) sobre la oxidacion de
lipoproteinas en el suero de cinco sujetos. De esta manera se evaluo si los
tratamientos mencionados afectan la capacidad antioxidante del ajo. Se empled la
técnica para estudiar la oxidacion de las lipoproteinas en el suero de humanos
establecida anteriormente en otro proyecto de este laboratorio.

Las condiciones de la técnica empleadas fueron las adecuadas para poder medir la
cinética de oxidacion de las lipoproteinas. El método que se wutilizd fue
espectrofotométrico. Se siguid la cinética de oxidacion mediante lecturas & 234 nm,
para seguir la formacién de dienos conjugados por la oxidackdn in vitro de las
lipoproteinas con cobre (Il). Se demostrd que la capacidad anticxidante del ajo
sometido a los diferentes tratamientos, no disminuyd su capacidad de inhibir la
owidacion fn vitro de las lipoprobteinas, recalcando su capacidad antioxidante y asi
poder recomendarlo para su consuma, no solo por sus propledades culinarias sing
también por sus propiedades benéficas como antioxidante.

Asi también se encontrd, por medio del sistema enzimatico xantina-xantina oxidasa,
que los extractos de ajo estudiados son incapaces de restaurar la actividad de la
enzima inhibida por Cu™ de lo que se concluye que estos extractos son incapaces de
quelar al Cu®™ y de que, por lo tanto, este no es su mecanismo de accién para

proteger a las lipoproteinas de la oxidacion.



1. INTRODUCCION
Se realizo este proyecto con el fin de ampliar la informacion obtenida del estudio
anterior’; con respecto a las capacidades antioxidantes del extracto acuoso de
ajo. Los procedimientos que se exploraran en este estudio son la ebullicion del
diente de ajo, y el calentamiento en microondas y la preparacion en escabeche
antes de realizar el extracto acuoso. Algunos autores han dicho que un
tratamiento térmico del ajo, como la ebullicion, puede modificar, o incluso
anular, sus propiedades terapéuticas.” Con este estudio se podra saber si el
tratamiento térmico anterior o la preparacion en escabeche alteran su capacidad

antioxidante y asi recomendar para su uso no solo como condimento, sino

también por sus propiedades antioxidantes.

La dieta en una poblacion juega un papel importante en el desencadenamiento
de diversas enfermedades, incluyendo las de tipo cardiovascular. El ajo ha
tomado una reputacion en diversas culturas acerca de sus caracteristicas
terapéuticas en varias enfermedades (cardiovasculares, antiinflamatorias,
cancer, neurodegenerativas, etc.) debido a algunas de sus propiedades
(detoxificante, antimicrobiana, antioxidante, etc.)." Es importante recalcar que
en México se estima que alrededor de 18 millones de habitantes sufren de algln

tipo de enfermedad cardiovascular.*

En las Gltimas dos décadas se ha hecho una fuerte asociacion entre la elevada
cantidad de lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en el suero humano,

y el desarrollo de la aterosclerosis.



Se ha postulado que la oxidacion de las lipoproteinas modifica su estructura v
desencadena su depasito en las paredes de los vasos sanguineos iniciando asi el
mecanismo de la aterosclerosis,

5e ha estudiado que la suplementacion del ajo en la dieta, aumenta la

resistencia de las lipoproteinas a la oxidacion. Sugiriendo un potencial del ajo.*

Para poder evaluar la capacidad antioxidante de los diferentes extractos de ajo
ide ajo hervido, calentado en microondas y preparado en escabeche antes de ser
cortado) se utilizo un método experimental in vitro reproducible y confiable. Por
este metodo se midio la resistencia de las lipoproteinas a la coddacion con los

diferentes extractos.

Para completar los resultados obtenidos en el ensayo anterior, se decidid tratar
de dilucidar el mecanismo de accion por el cual los extractos acuosos de ajo
protegen a las lipoproteinas de la oxidacidn inducida por Cu®*, determinando si
los extractos de ajo tienen la capacidad de quelar Cu™,

Lo anterior e realizd estudiando si los extractos de ajo son capaces de revertir Lla

inhibicion de la xantina oxidasa inducida por Cu®™.



2. ANTECEDENTES
2.1 EL AJO ¥ SUS PROPIEDADES
El ajo pertenece a la familia Alfioceae, su nombre cientifico es Allfum sativum,
que se deriva de la palabra celta “all™ que significa acre o pungente, v del latin
“sativum” que significa cultivado. El ajo ocupa un lugar importantisime en la

historia culinaria asi como de la medicina popudar,®

El ajo es una de las plantas que ha atraido mucha atencion en los Gltimos diez
ahos; va sea en forma natural o en preparaciones comerciales para su uso como
complementos para la salud; debido a su contenido de antioxidantes naturales
los cuales pueden proteger al organismo en contra de algunos tipos de cancer v
la aterosclerosis.”

Fuertes evidencias muestran que muchas de las propledades benéficas, se
atribuyen a compuestos especificos presentes en el ajo. Los analisis quimicos
relacionados han fdentificado a los compuestos organosulfurados® como los
responsables de su bioactividad. La concentracion de dichos compuestos puede
variar con respecto a las condiciones de preparacion o proceso.

Uno de los compuestos al que se atribuye una mayor capacidad antioxidante es la
alicina; |a cual es formada a partir de la alina por la enzima alinasa. Esta enzima
es una glucoproteina que e pone en contacto con su sustrato (alina) cuando el
ajo se machaca o se pica, y como otras enzimas es termolabil.” Algunas de las
condiciones en las cuales ésta enzima es inhibida son®:

¢ Calentamiento a temperatura de ebullicion por 15 min.



= Calentamiento en horno de microondas (650 W) par 15-30 seg.
*  Valores de pH menores a 4.5

5e ha visto que el tratamiento de los extractos acuosos de ajo a 100°C por 20, 40
o 60 minutos puede reducir su actividad antioxidante, en un porcentaje del 10%.*
5in embargo algunos autores muestran gue la alina posee propiedades
anticxidantes al fgual que La alicina, incluso se le atribuye la capacidad de inhibir
la biosintesis del colesterol.” Otras de las propledades de la alina descritas en la
literatura son: inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas por Cu™ (a una
concentracion de 1 y 10 mM) ™ y una baja capacidad de atrapar radicales
hidroxilo en comparacion con los componentes del extracto de ajo envejecido (a
10 mM el 50%) "',

Es importante en este estudio revisar el efecto que tiene el tratamiento térmico
sobre las propiedades del ajo. En donde vemos que este puede ser adverso en el
caso de sus propiedades antitrombéticas (no cambio significativamente el nivel
de tromboxanos en comparacion al control)”, sintesis de prostancides (no hubo
diferencia significativa)’, anticancerigeno (blogueo total en 60 segundos en
microondas antes de machacario)’, entre otras, Pero asi como el tratamiento
térmico afecta estas propiedades, s= ha encontrado que este tratamiento no
afecta o si Io afecta es de manera minima en el caso de: atropamiento de
radicales libres, principalmente hidroxilo (reduccion solo del 10%)", disminucién
de crecimiento tumoral (sin cambio)” e incluso aumenta su capacidad
antimicrobiana (teniendo el valor maximo de 15%) '*. Debido ha esto, es de gran

relevancia establecer si el tratamiento al cual va a someterse el ajo, puede



disminuir su capacidad para disminuir la oxidacion de las lipoproteinas en suero

inducida por Cu®, que es la propiedad de interés.

2.2 COMPUESTOS PRESENTES EN EL AJO

Como se mencioné anteriormente, la presencia de compuestos organosulfurados
en el ajo a concentraciones altas, son los causantes de las multiples propiedades
benéficas del ajo. Por lo que la mayoria de las investigaciones analiticas y
farmacologicas estan enfocadas a ellos. Esto se debe, no sélo por su abundancia
en el ajo, sino también a que son los que producen los efectos que se le
atribuyen a esta planta en los niveles tipicos en que se consume.

En la tabla 1 se presenta una lista de los compuestos organosulfurados que se
encuentran en mayor cantidad en el ajo.

Tabla 1. Principales compuestos organosulfurados en el ajo entero y molido.'”""®

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 sulfoxido (metina) 0.5-2 nd
trans-1-propenil cisteina sulfoxido (isoalina) 0.1-1.2 nd
Cicloalina 0.5-1.5 0.5-1.5
y-L-glutamil-S-alquil-L-cisteinas
y-L-glutamil-S-trans-1-propenil cisteina 3-9 3-9
y-L-glutamil-S-alil cisteina 2-6 2-6
y-L-glutamil-S-metil cisteina 0.1-0.4 0.1-0.4
| Alquilalcanotiosulfinatos
Alil 2-propentiosulfinato (alicina) nd 2.5-4.5
Alilmetiltiosulfinatos (2 isdmeros) nd 0.3-1.5
Alil trans-1-propeniltiosulfinatos (2 isomeros) nd 0.05-1.0
Metiltrans-1-propeniltiosulfinatos (2 isomeros) nd 0.02-0.2
Metilmetanotiosulfato 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 sulfoxido y las

5



yglutamil S-alguil cisteinas (tabla 1), El compuesto sulfurado mas abundante en
el ajo es la alina (sulfaxido de S-alil cisteina)'™™™, el cual se encuentra presente
cominmente en cantidades de 10 ma/g de peso fresco o 30 mg/g de peso seco
(ya que el ajo contiene cerca de 62-66% de agua, los valores de peso seco, son
usualmente 3 veces los valores de peso fresco) v representa el BOE del total de
sulfowidos de cisteinas.

Los dientes de ajo intactos contienen altas concentraciones de y-glutamil
cisteinas, estos compuestos pueden ser oxidados para dar alicina (thosulfinatos).
Cuando el ajo sufre algin proceso mecdnico, esto es cuando es cortado y/o
triturado, la enzima wvacuolar alinass, répidamente actia sobre la alina para
formar la alicina, y ésta dltima, debido a su inestabilidad y a diferentes
condiciones de tratamiento, da lugar a la formacién de otros compuestos como
se describird mas adelante, Al misme tiempo, las y-glutamil cisteinas son
convertidas en S-alil cisteina (SAC) a través de una via diferente de la via
alina/alicina.

La formacion de los tiosulfinatos toma lugar cuando los sulfoxidos de cisteina, los
cuales se encuentran almacenados en las células del mesofilo, se ponen en
contacto fisico con la enzima alinasa por algin tratamiento mecanico. Debido a
la abundancia de la alina, el principal ticsulfinato formado cuando el ajo es
triturado &5 la alicina, el cual varia en abundancia y alcanza valores de &0-90%
del total de los thosulfinatos. La mayor parte de la metina &3 convertida a 2
isdmeros de alil metil tiosulfinatos: alil metanotiosulfinato, y metil 2-

propentiosulfinato, el primero es dos veces mas abundante que el Gltimo, ™



. RESUMEN DE LA EVIDENCIA DE LOS COMPUESTOS 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 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, antitromboéticas y antimicrobianas que
otros tiosulfinatos.””?® Existen fuertes evidencias que indican que los
tiosulfinatos son responsables 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 2).

Tabla 2. Resumen de los principales compuestos esenciales de los dientes de
ajo y sus efectos farmacolégicos en los niveles normales de consumo

EFECTO BUENAS EVIDENCIAS ALGUNAS EVIDENCIAS

Antimicrobiano Alicina/ tiosulfinatos

Hipolipidémico Alicina/ tiosulfinatos

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

Antitrombotico Alicina/ tiosulfinatos

Fibrindlisis Alicina/ tiosulfinatos Cicloalina

Antioxidante Alicina/ tiosulfinatos

Anticancerigeno Desconocido y tiosulfinatos y-glutamil cisteinas

!-Zfectos en el sistema|Desconocido y tiosulfinatos

inmune

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 plcado. 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 v la porcion proteinica, posiblemente tengan alguna
actividad terapéutica, pero los niveles en los que se encuentran normalmente en
los dientes de ajo, son muy pequenos para tener una actividad importante. En el
caso de las y-glutamil cisteinas vy los fructanos, son mucha mas abundantes vy son
buenos candidatos para realizar futuras investigaciones aungue solo se han
realizado algunos estudios in vitro, En la actualidad se estén realizando mas
estudios farmacologicos con fracciones de ajo de composicion conocida en
diferentes dreas, los cuales en su mayoria estdn conducidos hacia los efectos
anticancerigenos y sobre la actividad en el sistema inmune, asi como del efecto
cardioprotector de algunos compuestos, investigaciones que quizd podrian
conducir a la identificacién de compuestos aun no conocidos. "™

1.3 LA ATEROSCLEROSIS

La generacion de un exceso de radicales libres, puede desencadenar numerosas
enfermedades, incluyendo cancer, las cardiovasculares y las neurodegenerativas.
Se ha investigado, que existe un balance, entre los efectos adversos ocasionados
por éstos v la complementacion del sistema oxidante enddgenc con consumo de
antioxidantes en la dieta®.

Con respecto a la aterosclerosis, actualmente se acepta que los radicales libres
juegan un papel importante en la deposicion del colesterol en las paredes de los

vasos sanguineos. En las arterias, los sustratos de los radicales libres son los
B



acidos insaturados de las lipoproteinas. Cuando estas moléculas son oxidadas,
adquieren propiedades nuevas®.

Sin embargo existe una pequena evidencia del papel del Cu? en la modificacién
de las lipoproteinas in vivo, se ha observado que lesiones aterosclerédticas
contienen una cantidad detectable de cobre reactivo. Este cobre catalitico y
otros metales divalentes pueden contribuir en un ambiente prooxidante en donde

la oxidacion de las lipoproteinas se lleve a cabo’.

Estas moléculas de lipoproteinas oxidadas son reconocidas por los macrofagos
encargadas de la limpieza de la intima arterial, éstos a su vez se convierten
después en células espumosas (Figura 1). Las lipoproteinas oxidadas penetran al
interior de las células por endocitosis, depositando en su interior colesterol en
forma de ésteres. Con el tiempo las lipoproteinas oxidadas se transforman en un
centro de colesterol extracelular, desencadenando la muerte de células

espumosas y con esto el crecimiento del nlcleo de colesterol extracelular

depositado®

<—_/[‘mltm up by
* Intima

Fig 1. Proceso de formacion de celulas espumosas a partir de LIPOPROﬂNAS modificadas.




2.4 LAS LIPOPROTEINAS
La naturaleza hidrofobica de los triglicéridos, fosfolipidos v colesterol, su
demanda por la células del cuerpo, y la via sanguinea por la que deben de llegar
a ellas, hacen necesario un sistema complejo para transportarlos, Aun cuando
moléculas simples, como los acidos grasos, pueden ser transportados en el
plasma en wunion a la albimina, un mecanismo eficiente para el acarreo de
triglicéridos, fosfolipidos y colesterol, debe ser capaz, no solo de transportar
estas moleculas hidrofébicas a través de un medio acuoso como el plasma
sanguineo, sino que también debe asegurar su distribucion a tejidos especificos
en los que se requieren. La union de estos elementos en combinacian con algunas
proteinas |apolipoproteinas) formando unidades conocidas como lipoproteinas,
que satisfacen estos requerimientos.
Estas moléculas son particulas constituidas por dos zonas principales. La primer
se encuentra en la parte central de la molécula en donde se encuentran los
lipidos no polares como los triglicéridos y esteres del colesterol, los cuales
forman microemulsiones, siendo el agente emulsificante un fosfolipido. La
segunda region es anfipatica, incluye moléculas como fosfolipidos v colesterol
libre.™
»  LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD
Las lipoproteinas de baja densidad thenen un didmetro de 20-22 nm. Estan
constituldas principalmente por ésteres del colesterol, contienen un 22-26% de
apolipoproteinas de las cuales mas del 95% es Apo B-100. 5u densidad esta entre

1.019-1.063 g/mL. Son las encargadas de transportar la mayor cantidad de

[}



codesterol en el plasma humano v constituyen la principal fuente de calesteral

para las células,™

Fig L. Estructura de una lipoprobeina de baja dersidad [LEL)

2.5 PROPIEDADES QUELANTES DE LOS EXTRACTOS DE AJOD
%e ha encontrado en diferentes estudios que compuestos derivados del ajo como:
dialilsulfuro (DAS), dialildisulfuro (DADS), S-etficisteina {SEC) y M-acetilcisteina
(NAC) ¥; asi como el extracto de ajo envejecido (AGE)" poseen la capacidad de

quelar al Cu™",

En este trabajo también se planea estudiar 51 los extractos de ajo empleados,

protegen a las lipoproteinas en suero al quelar el Cu™.'

Para determinar esta propledad se utilizara el método descrito por Dillon et al
con pequefias modificaciones. El método se basa en que el Cu® inhibe la xantina
oxidasa que cataliza la oxidacion de hipoxanting & xantina v de xantina a dcido
Urico, generandose ademas anidn superdxido (0y7). La capacidad de un

compuesio o extracto para reestablecer la actividad de la xantina oxtdasa en



presencia de Cu®" indicard que dicho compuesto/extracto es capaz de quelar
Cu”. En el sistema descrito, el O, reduce al nitroazul de tetrazolio (NBT), el
cual es un indicador muy sensible a reacciones de 6xido-reduccion, y se forma un
producto colorido insoluble (formazan) el cual absorbe a 560 nm*® la xantina

oxidasa también se evalué midiendo la produccién de écido trico a 295 nm.?’

Sistema generador de superdxido
o
Xantina oxidasa N
;\i&\> “"JI\H
Xantina )%
w’ N N
20z Acido arico

A 295 nm

S S O peg ”CL

@‘ﬂ" O~ ’ .
H,0 e
Nitroazul de tetrazolio (NBT) Formazan

A 560 nm

Fig 3. Mecanismo del sistema xantina-xantina oxidasa
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3. OBJETIVOS

+ [Estudiar si la ebullicion del diente de ajo por 10 min, &l tratamiento del
diente de ajo con microondas (1 min) y la preparacion del ajo en escabeche
afecta la capacidad de los extractos de ajo para inhibir la oxidacion de las
lipoproteinas en suero.

= Recomendar las preparaciones anteriores del ajo no solo como condimento
sinD como agente antiodidante en caso de que los tratamientos no reduzcan
significativamente su capacidad antioxidante,

= Investigar si el atrapamiento de Cu™ es el mecanismo por el cual el
extracto de ajo inhibe la oxidacion de las lipoproteinas en suero inducida con

Cu®.

4. HIPOTESIS
= Los diferentes tratamientos a los cuales se sometera al ajo (ebullicion por
10 min, microondas por 1 min o escabeche) no afectara en forma significativa su
capacidad para inhibir la oxidacion de las lipoproteinas en suero humano
inducida por Cu™.
+« El mecanismo de accion por el cual los extractos de ajo estudiados
protegen a las lipoproteinas de la oxidacidn inducida por Cu™ se deberd a la

quelacién de dicho metal por estos extractos,



5. METODOLOGIA

. MATERIALES Y REACTIVOS

Reactivo | Presentacién | Catalogo | Almacenamiento Peso
molecular
249.686
CuS04+5H,;0 500 ¢g Baker 19343 | Temp. ambiente g/mol
5 136.09 g/mol
KH2PO4 500 g BakeB13246 Temp. ambiente
3 141.96 g/mol
Na;HPO4 500 g Bak9653 828 Temp. ambiente

H,0 destilada .

y desionizada Temp. ambiente 18 g/mol
Xantina 58 Sigma X-0626 | Temp. ambiente | 152.1 g/mol
Xantina ; : i2
dicldass 50 Unidades | Sigma X-4376 Refrigeracion
Na;CO; 500 g Bake313604- Temp. ambiente | 106.99 g/mol

Nitroazul de

tetrazolio 500 mg Sigma N-6876 Refrigeracion 867.8 g/mol
(NBT)

. SOLUCIONES

v" Amortiguador de fosfatos 20 mM, pH 7.4 (PBS)

Reactivo 250 mL
KH;PO, 0.421 ¢
NazHP04 0.270 g

Para este calculo se usa la ecuacion de Henderson Hasselbach:

v' CuSO4 1 mM
Reactivo 50 mL
CuS04 12.49 mg
v" Xantina 0.3 mM
Reactivo 250 mL
Xantina 11.4 mg

pH= pka + log (Base/Acido)




La xantina se disuelve en 4 mL de Na;CO; 0.4M | y se afora a 250 mL con agua
destilada; guardar en frasco ambar a temperatura ambiente.

v Xantina oxidasa (168 U/L)
La cantidad de xantina oxidasa depende del nimero de muestras y el nimero del
lote, ya que la cantidad de unidades por mg de solido es diferente de cada lote.

En este caso el lote tenia 0.06 U/mg, entonces para preparar 2 mL se tiene:

006U —1
—Ame mg Xantina oxidasa = - mL x2809mz) =5.6mg
168U - x=2800 mg 1000 mL
v Naz;C030.4 M
Reactivo 500 mL
Na,CO3 21.2¢g

Guardar en refrigeracion.

v" Nitroazul de tetrazolio (NBT) 150 pM

Reactivo 300 mL
NBT 0.0368 g
Guardar en frasco ambar, a 4°C.
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5.1 OXIDACION DEL SUERO: DIENOS CONJUGADOS

e Diagrama de flujo:

Obtencion de extractos acuosos a
partir de: diente de ajo fresco
(control), diente de ajo previamente
hervido, diente en microondas y
diente de ajo en escabeche

Obtencion del suero
a partir de muestras
de sangre humana

Analisis
del suero: colesterol,
triglicéridos y glucosa

l

Diluir el suero al 0.67% en
amortiguador de fosfatos (20
mM, pH 7.4, 0.16 M NaCl)
saturado con oxigeno.

h 4

Adicion de CuSO,
(concentracion final 12.5 pM),
y los diferentes extractos

Adicion de CuSO4
(concentracion final 12.5 puM)
(Control)

h 4

37°C,

seguir

Medir la cinética de oxidacion a
mediante
espectrofotométricas a 234 nm para
formacion de dienos

conjugados durante 240 min.

la

lecturas

Y

Construir curvas de cinética
de oxidacion y calcular la fase
de latencia (FL), el area bajo
la curva (ABC) y la pendiente
de la fase de propagacion.

Analisis estadistico

ANOVA
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Preparacion de extractos acuosos

Diente de ajo tt;mtrﬂll": pesar 10.4 g de dientes de ajo, cortar finamente
y homogeneizar en un politron con 40 mL agua destilada y se realizaron
dos centrifugaciones, la primera a 1,277 x 2/10 min y la segunda a 20,124
% /5 min a 4°C, 5S¢ obtuvo el sobrenadante y se prepararon diluciones a
0.25%, 0.5%, 1.25% y 2.5% tomando en cuenta el peso seco del ajo.

Diente de ajo sin pelar sometido a tratamiento térmico previo®: pesar la
cantidad necesaria de dientes de ajo y hervir durante 10 minutos, cortar
finamente y homogeneizar en un politron con agua destilada y se
realizaron dos centrifugaciones, la primera a 1,277 x g/10 min y la
segunda a 20,124 x g/5 min a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante y se
prepararon diluciones a 0.25%, 0.5%, 1.25% y 2.5% tomando en cuenta el
peso seco del ajo.

Diente de ajo sin pelar sometido a tratamiento térmico previo®; pesar la
cantidad necesaria de dientes de ajo y tratar con microondas por 1
minuts, cortar finamente v homogeneizar en un politrdn con agua
destilada y s& realizaron dos centrifugaciones, la primera a 1,277 x /10
min ¥ la segunda a 20,124 x /5 min a 4"C. 5e obtuvo el sobrenadante y se
prepararon diluciones a 0,.25%, 0.5%, 1.25% v 2.5% tomando en cuenta el
peso seco del ajo.

Diente de ajo en escabeche: los dientes de ajo pelados v hervido durante
30 minutos en una solucion de Acido acético (1:1), postericrmente se
envasan y 5¢ pasteuriza por 5 min a 71°C; se pesa la cantidad necesaria,

se corta finamente y se homogeneiza en un politrdn con agua destilada y
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se realizaron dos centrifugaciones, la primera a 1,277 x 2/10 min v la
segunda a 20,124 x g/5 min a 4°C. Se obtuvo el sobrenadante y se
prepararon diluciones a 0.25%, 0.5%, 1.25% y 2.5% tomando en cuenta el
peso seco del ajo.
Los dientes de ajo en escabeche se prepararon con anticipacion el dia 8 de
octubre del 2003, y se realizaron los ensayos a partir del dia 17 de noviembre
del mismo afo.
« Aislamiento del suero
Se tomaron siete mL de sangre de los cinco sujetos en estudio, los cuales fueron
llevados a tubos para la obtencidn de suero, el cual es separado utilizando
procedimientos estandar y almacenado a -80°C hasta su analisis, ™"
Ademas se realizaron determinaciones de glucosa, colesterol y triglicéridos con
ayuda de un autc-analizador, para confirmar la ausencia de alteraciones en el
metabolismo de lipidos ¥ glucosa en los sujetos estudiados.
= Oxidacidn de las lipoproteinas del suera
La susceptibilidad a la oxidacéén in vitro de las lipoproteinas del sueroc se
determinaron por el método descrito en  Rengstrom™ con pequEnas
modificaciones'. Cuya técnica ha sido ampliamente utilizada para estudiar la
oxidacion in vitro de las lipoproteinas del suero humano de manera conjunta sin
necesidad de aislarias’*"*, esto se debe a gue al realizar los ensayos de
oxidacién con cada una de las diferentes lipoproteinas (HOL, LDL, VLDL & IDL ) se
observd que la fase de latencia era mucho menor en el caso de las LDL, lo que

indica que la oxidacion se debe principalmente en esa fraccién™,



Las proporciones empleadas en el ensayo de oxidacion del suero se muestran en

la tabla 3, la cual se obtuvo en un proyecto anterior del laboratorio, donde se

establecio la técnica'.

Tabla 3. Proporciones empleadas en la técnica de dienos conjugados

Control Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5

PBS 943 uL 943 L 943 L 943 pL 943 pl 943 pL

Suero 6.7 uL 6.7 uL 6.7 ulL 6.7 uL 6.7 uL 6.7 uL

CuSO41TmM | 125l | 125 | 12.5pL | 12.5pL | 12.5uL | 12.5pL

H,0 destilada | 37.5uL | 17.5pL | 4750 | 1754 | 17.5uL | 17.5uL

Extracto de ajo - 20 puL 20 pL 20 ulL 20 plL 20 L

Total 1000wl | 1000l | 1000pL | 1000puL | 1000 uL | 1000 pL

A continuacion se muestran los pasos a seguir en la técnica de oxidacién del

suero:

1.

El suero se diluye al 0.67% en una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS)
20 mM, pH 7.4, 0.16 M NaCl saturado con oxigeno.

Se adicionan los diferentes extractos de ajo, a sus diferentes
concentraciones (excepto el grupo control).

La oxidacion del suero se inicia mediante la adicion de una solucion recién
preparada de CuSO, a una concentracion final de 12.5 uyM a 37°C.

La cinética de oxidacion se registra ~mediante lecturas
espectrofotométricas a 234 nm, para seguir la formacion de dienos
conjugados. 3*3"%

Se registraron las lecturas de densidad optica (DO) cada 10 minutos

durante 240 minutos.




Con estos datos se construyo la curva de cinética de la oxidacion v a partir de
ella se calculo la fase de latencia (FL); la cual se define como el intervalo
entre la adicidn del Cu™ y el inicio de la oxidacion rapida, y se determina por
la interseccion de la recta de la linea basal con la tangente de la fase de
oxidacion, ™" La duracion de la fase de latencia es una medida de la
resistencia de las lipoproteinas a la oxidacion, y, principalmente se relaciona
con el contenido de antioxidantes, en la particula.
Se calculd también el area bajo la curva (AUC) de las diferente curvas de
oxidacidn obtenidas (a mayor drea, mayor oxidacion); v la pendiente de la fase
de propagacion indica la velocidad de formacion de los dienos conjugados.
= Andlisis estadistico
Las variables para describir diferencias entre las curvas de oxidackin, son: a) fase
de latencia, b) dreas bajo la curva de oxidacikin y c) pendiente.®
Los parametros a analizar se obtuvieron con el software Graph Pad Prism 31.02,
asi como los promedios y el error estdndar,
La fase de latencia se calcula por medio de la interseccion de la recta de la linea
basal con la tangente de la fase de oxidacion y se extrapola hacia el eje de las
abscisas; el area bajo la curva es dado directamente por el programa y por
ultimo la pendiente se calcula de la fase de propagacion con la ayuda de una
regresion lineal con el mismo programa.
La diferencia global entre los grupos estudiados se evalud con el analisis de
varianza [ANOVA) para evaluar $i existian diferencias significativas entre ellos.
Con la prueba de Bartlett (homogeneidad de varianza) se determind si la
distribucion de los datos era paramétrica o no parametrica,
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Posteriormente, con la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni en el
caso que los datos fueran paramétricos, en caso contrario se realizd un ANOVA
[Kruskal-Wallis) con la prueba de comparaciones multiples de Dunn; para

determinar entre cuales grupos existia diferencia significativa. Se establecid el

nivel de significancia de 0.05."
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5.2 ENSAYO PARA DETERMINAR SI LOS EXTRACTOS DE AJO SON CAPACES

DE QUELAR Cu?* USANDO EL SISTEMA: XANTINA-XANTINA OXIDASA

. Diagrama de flujo:

Preparacion del sustrato:

Obtencién de extractos acuosos a X:ntina 0.3 mM
partir de: diente de ajo fresco, 2,C0; 0.4 M
NBT 150 M

diente de ajo previamente hervido,

sometido a microondas y preparado Amortiguador fosfatos 50 mM

pH 7.0 (con o sin Cu®)

en escabeche
v Y
Adicién del Adicién de CuSO, Adicion de CuSO, 50
sustrato 50 pM pM + 60 pM de EDTA
(Control) (Control negativo) (Control positivo)
A
Y
Adicién de los

Adicion de CuSO, 50
pM, v los diferentes
extractos

diferentes extractos
acuosos de ajo acuosos
de ajo.

Adicion de xantina oxidasa (168 U/L)

l

Obtener lecturas simultaneas
a 295 nm y 560 nm durante 3
min, en intervalos de 1 min

A 4
Calcular los AD.O y los
promedios. Calcular el % de
inhibicion y construir las
graficas de barras

Andlisis estadistico (ANOVA) 22




e Preparacion de extractos acuosos
Se prepararon de la misma forma que en la técnica de oxidacion del suero.

e Proporciones empleadas en la técnica
En la tabla 4, se muestra la manera de preparar el sustrato para el ensayo; donde
la xantina es el sustrato de la enzima, el carbonato da el medio basico para la

reduccion del indicador el cual es el NBT.

Tabla 4. Sustrato

Para 9 muestras [Final]
Xantina 0.3 mM 3 mL 0.09 mm
Carbonato de sodio 0.4 M 0.4 mL 0.016 M
NBT 150 pM 1.5 mL 22.8 pM
Amortiguador fosfatos 50 mM, pH 7.0 2.85 mL

Asi mismo se muestra en la tabla 5, las proporciones empleadas en el ensayo, donde se
tienen diferentes grupos, ya sea en presencia o ausencia de Cu®, en presencia de EDTA
(compuesto quelante de Cu**) como control positivo o en presencia de los diferentes
extractos de ajo. Asi también se determind la actividad de la enzima xantina oxidasa en
presencia de los extractos acuosos de ajo, como punto de comparacion para el grupo con
cu®.

Tabla 5. Ensayo

Control Cu®™ [EDTA/Cu®™[Cu®/ Ajo[ Ajo

Sustrato 750 pL 750 pL 750 pL 750 pL | 750 pL
Muestra - - - 100 pL 100 pL
Amort. fosfatos 50 mM, 100 pL
Amort. fosfatos 50 mM + 50 uM Cu™ + 60 pM EDTA - 2 100 pL -
Amort. fosfatos 50 mM + 50 pM Cu®™ - 100 pL - -
Xantina oxidasa (168 U/L) 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL

Total 1000 uL | 1000 pL | 1000 uL | 1000 pL | 1000 pL
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= Andlists estadistico

Se calcularon los AD.O/min de cada grupo a partir de las lecturas obtenidas de
cada uno de los grupos; con esto se calculo el promedio v error estandar. Y con
estos valores se construyeron las graficas, y se calculd el % inhibicion de los
grupes,

La diferencia global entre los grupos estudiados s& evalud con el analisis de
varianza (ANOVA) para evaluar si existian diferencias significativas entre ellos.
Con la prueba de comparaciones miltiples de Bonferroni en el caso que los datos
fueran paramétricos, en caso contrario se realizo un ANOVA Kruskal-Wallis para
determinar entre cuales grupos existia diferencia significativa. Se establecia el
nivel de significancia de 0.05.™"
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 OXIDACION DEL SUERO: DIENOS CONJUGADOS
En la tabla 6 se muestra los datos de los sujetos humanos a partir de los cuales se
obtuvo la sangre para la obtencion del suero; donde se observa que los sujetos en
estudio varian en edad, peso y sexo.

Tabla 6. Datos de los sujetos

Sexo Edad Estatura Peso corporal
1 JPCH M 46 anos 1.78 m 70 Kg.
2 ICHL F 24 anos 1.70m 55 Kg.
3 LCC F 24 anos 1.68 m 65 Kg.
4 VMMA M 26 anos 1.75m 66 Kg.
5 MGAM F 26 anos 1.63m 53 Kg.

Para completar los datos de los sujetos en estudio, se realizo un analisis
bioquimico del suero con examenes de glucosa, colesterol y triglicéridos. En
donde se observa que los cinco sujetos tienen valor normal de los parametros
(tabla 7). Asi también se anexa un promedio con error estandar, el cual cae
dentro de los niveles normales de cada uno de los examenes realizados.

Tabla 7. Datos de los exdmenes de los sueros en estudio

Glucosa Colesterol Triglicéridos
Ref: 70-110 mg/dL | Ref: 0-200 mg/dL | Ref: 30-200 mg/dL
1 84 209 116
2 77 119 74
3 77 137 76
4 81 186 120
5 92 169 81
n=5
Media + EE 82.2+2.8 164 + 16.3 93.4 £ 10.1
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o Efecto del extracto acuoso de ajo; con y sin tratamiento térmico a
ebullicion previo a su elaboracion; sobre la oxidacion de las
lipoproteinas en suero,

En la figura 4 se muestran un ejemplo de las graficas de oxidacion de las

lipoproteinas del suero.

0.25-
0.20¢
&
g 0.15
by
o
= 0.104
-=-Control
—0.025%
e ~—0.025% H
~0.05%
—~0.05% H
0.00 i
[i 300

minutos

Fig 4. Efecto del extracto acuoso del ajo, con y sin tratamiento térmico previo a ebullicién por 10
min, sobre la oxidacion de las lipoproteinas en suero.

En la figura 5 se muestran de manera grafica los valores de los parametros
estudiados en la cinética de oxidacion de las lipoproteinas del suero, y en la
tabla 8 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de diente de
ajo, utilizando un analisis de varianza paramétrico y la prueba de Bonferroni
(comparacion multiple entre grupos). El area bajo la curva disminuye cuando
aumenta la concentracion de los extractos acuosos de ajo, al igual que la

pendiente. Se observa que el calentamiento no afecta ninguno de los parametros

mencionados anteriormente.

26



40

30f

201

10

0.0025

0.0020
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0.0005
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|

Ajo hervido

Fase de latencia

0% 0.025% 0025%H 0.05% 0.05% H
Concentraciones

a:p<0.001vs Control
b:p < 0.01 vs Control

Area bajo la curva

= .
| | =

0%  0025% 0025%H 005%  0.05%H
Concentraciones

a:p < 0.05 vs Control b:p < 0.01 vs Control
c: p < 0.001 vs Control

Pendiente

N

0% 0.025% 0.025%H 0.05% 0.05%H
Concentraciones

a:p < 0.001 vs Control

Fig 5. Graficas de los parametros estudiados en la cinética de oxidacion de las lipoproteinas en

suero, inducida por Cu™.
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Tabla 8. Efecto del extracto acuoso de diente de ajo, hervido y no hervido, sobre la
oxidacién de las lipoproteinas en suero.

®Fase de latencia | ©Area bajo la curva | ®Pendiente de la fase de
(minutos) propagacion
Control 32.67 £ 5.44 27.29+2.83 0.0021 + 0.0001
0.025% 73.12+7.45 19.19 + 2.05 0.0016 + 0.0002
0.025% H 84.78 + 4.51 14.77 +2.48 0.00078 + 0.0002
0.05% 141.1 + 27.46 11.10 + 2.64 0.00069 + 0.0003
0.05% H 168.5 + 26.51 71+1.7 0.00049 + 0.0001

n=5, Media + EE
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e Efecto del extracto acuoso de ajo; con y sin tratamiento térmico en
microondas previo a su elaboracion; sobre la oxidacién de las

lipoproteinas en suero

En la figura 6 se muestran un ejemplo de las graficas de oxidacion de las

lipoproteinas del suero.

0.25¢
0.20f o 9
£ ,
g 0.15+ /
S /
S i
c- 0.10+ [
,{ —=—Control
/, —-0.025%
e A & ~—0.025% A
7 ~+0.05%
. i _ —0.05% A
o 100 200 300
minutos

Fig 6. Efecto del extracto acuoso del ajo, con y sin tratamiento térmico previo en microondas por
60 s, previo a su elaboracidn, sobre la oxidacion de las lipoproteinas en suero.

En la figura 7 se muestran de manera grafica los valores de los parametros
estudiados en la cinética de oxidacion de las lipoproteinas del suero, y en la
tabla 9 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de diente de
ajo, utilizando un analisis de varianza paramétrico y la prueba de Bonferroni
(comparacion multiple entre grupos). El comportamiento que sigue este extracto
es muy similar al anterior; donde el area bajo la curva disminuye cuando
aumenta la concentracion de los extractos acuosos de ajo. La fase de latencia
aumenta con respecto a la concentracion. La pendiente de la fase de
propagacion solo disminuye significativamente a concentraciones altas.

29



Ajo microondas

150, Fase de latencia

b
b
12s) T 5
a | | |
100 i . ‘
< e |
E | [ |-
75 T—. | ; ‘
50 . | !
| | | |
| | ]
25 —T— ‘ | r | | ‘
] | | |
0 | [ I L .
0% 0.025% 0.025% M 0.05% 0.05% M
Concentraciones
a:p<005vs0.2% M
b: p < 0.001 vs Control
e Area bajo la curva
30t
20+ |
T a
10 Ib
| | [
g L
0% 0.025% 0.025% M 0.05% 0.05% M
Concentraciones
a:p < 0.01 vs Control
b:p < 0.001 vs Control
Pendiente
0.0030
0.0025 =
0.0020 T
0.0015¢} i _‘l‘_
0.0010 &
0.0005
0.0000

0% 0.025% 0.025% M 0.05% 0.05% M
Concentraciones

a:p <001 vs Control
b: p< 0.001 vs Centrol

Fig 7. Graficas de los ?arémetros estudiados en la cinética de oxidacién de las lipoproteinas en
suero, inducida por Cu®.
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Tabla 9. Efecto del extracto acuoso de ajo, con y sin calentamiento en microondas,
sobre la oxidacion de las lipoproteinas en suero

® Fase de latencia | ©Area bajo lacurva [ © Pendiente de la fase

(minutos) de propagacion

Control 23.42 +6.2 29.12+1.73 0.0024 + 0.0002
0.025% 65.7 £ 12.5 22.5+1.72 0.0018 + 0.0002
0.025% A 88.2 + 14.2 17.8+£3.35 0.0015 + 0.0002
0.05% 119 £ 14.7 12.6 £ 3.43 0.0011 + 0.0003
0.05% A 128.1+11.3 7.5+2.25 0.0005 + 0.0002

n=5, Media & EE
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« [Efecto del extracto acuoso de ajo; con y sin tratamiento en escabeche
previo a su elaboracion; sobre la oxidacion de las lipoproteinas en

suero

En la figura & s= muestran un ejemplo de las graficas de oxidacion de las
lipoproteinas del suero,

[ AL

D.0. o 10 min

0.0%¢
~s=Cantrol

—=—0.025%
——0,085% E
==, 05%
===, 05% E

100 00 30e
mimuos

Fig B. Efecto del extracto scucso del ajo, con v sin iratambento en escabeche, previo a su
elaboracian, sobre la oxidacidn de las lipoproteines en suero,

En la figura 9 se muestran de manera grafica los valores de los pardmetros
estudiados en la cinética de oxidacidn de las lipoproteinas del suero, y en la
tabla 10 se muestran los resultados de las diferentes concentraciones de diente
de ajo, utilizando un andlisis de varianza paramétrico v la prueba de Bonferroni
(comparacion miltiple entre grupos). El comportamiento que siguen este
extracto es muy similar a los anterfores (ajo con v sin hervir, ¥ microondas);
donde el area bajo la curva y la pendiente de la fase de propagacion disminuye
cuando aumenta la concentracion de los extractos acuosos de ajo. La fase de
latencia aumenta con respecte a la concentracidn. Se observa que el

calentamiento no afecta ninguno de los parametros mencicnados anteriormente,
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Fig 9. Graficas de los Parémetros estudiados en la cinética de oxidacién de las lipoproteinas en
suero, inducida por Cu®.
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Tabla 10. Efecto del extracto acuoso de ajo, con y sin tratamiento en escabeche,
sobre la oxidacién de las lipoproteinas en suero

@©Fase de latencia | ©Area bajo la curva | ©@Pendiente de la fase de
(minutos) propagacion
Control 23.11 £ 6.577 29.67 + 2.07 0.0026 + 0.0002
0.025% 76.69 + 10.74 22.08 + 3.57 0.0023 + 0.0003
0.025% E 61.54 £ 7.04 22.71 1.6 0.0021 + 0.0003
0.05% 114.8 £ 9.8 15.15 + 3.39 0.0016 + 0.0005
0.05% E 99.29 + 14.78 19.64 + 1.98 0.0019 + 0.0003
n=5, Media + EE
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Al continuar con este estudio, se siguieron las condiciones dptimas ya
establecidas para la técnica de oxidacion de las lipoproteinas en suero (PBS 20
mM-pH 7.4, CuSOy 12.5 pM, suero diluido al 0.67% en PBS, Oy disuelto a
saturacidn). Esto con el fin de que los resultados obtenidos en este experimento
fueran comparables con los anteriores.

Es importante recalcar, que el nimero de centrifugaciones del extracto acuwoso
de ajo es relevante, ya que éste debe estar libre de particulas suspendidas para
gue no se interfiera en las lecturas espectrofotometricas UV, ¥ esto no cause una
alteracidn en la cinética de oxidacion. El suero asi mismo debe centrifugarse tres
veces para que no cause interferencia’.

En el presente estudio se evalud el efecto que tienen diversos tratamientos
térmicos sobre las propiedades del ajo antes de realizar su extracto, sobre la
oxidacion de las lipoproteinas en suero. Las variables empleadas fueron: drea
bajo la curva, fase de latencia y pendiente de la fase de propagacion de la curva
de oxidacién. En el cual se emplearon dos concentraciones de cada extracto (con
y sin tratamiento), esto con el fin de compararlos.

Con respecto al ajo hervido, se observa un efecto de inhibickén de addacion
sobre las lipoproteinas del suero humano inducida por Cu™. Asi mismo comao en el
estudio anterior, se ve gue el efecto es dependiente de la concentracion, es
decir 8 mayor concentracion mayor proteccion.

La fase de latencia, esta aumentada con respecto a la concentracion del extracto
acuoso, es decir hay una mayor resistencia a la cxidacion de las lipoproteinas en
suero inducida por Cu', mostrdndose una diferencia significativa en las
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concentraciones méas altas (0.05% y 0.05% H). Al aumentar la concentracion del
extracto acuoso, ¢l drea bajo la curva disminuye, lo gue indica inhibicion de la
oxidacion de las lipoproteinas en suero, ya que la concentracién de dienos
conjugados es menor; donde todas las concentraciones fueron significativamente
diferentes al control, excepto la 0.025%, En cuanto a las pendientes de la fase de
propagacion disminuyeron al fgual que e area bajo la curva encontrandose
diferencia significativa en todas excepto al 0.025%. | Ver figura 5)

Con respecto al ajo sometido a microondas por 60 s antes de la elaboracion del
extracto, se observa un efecto de inhibicin de axidacion de las lipoproteinas del
suero humano inducida per Cu®™. Al fgual que en el ensayo anterior, éste fue
dependiente de la concentracian. Esto se confirma con las variables estudiadas.
La fase de latencia aumenta con respecto a la concentracion del extracto
acuoso, es decir hay una mayor resistencia a la oxidacion de las lipoproteinas en
suero inducida por Cu™, mostrandose una diferencia significativa en todas las
concentrackones exceptuando al 0.025%. En cuanto a drea bajo la curva, ésta
disminuye con respecto a la concentracion, siendo diferentes significativamente
al control las concentraciones méas altas {0.05% y 0.05%4). En cuanto a las
pendientes de la fase de propagacion, se encontrd que las concentraciones mas
grandes (0.05% vy 0.05% A) fueron diferentes significativamente con respecto al
control (ausencia de extracto), lo cual nos indica que se retardo la oxidacion de
las lipoproteinas en el suero humano. (Ver figura 7)

Por ultimo, en el ajo en escabeche, se observa un efecto de inhibicion de
oxidacion a las lipoproteinas del suero humano inducida por Cu™, ¥ al fgual que
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en los ensayos anteriores, éste fue dependiente de la concentracion. La fase de
latencia en cambio, mostrd diferencia sienificativa a wvalores altos de
concentracidn (0.05% y 0.05% E), e incluso a la concentracidn baja sin
tratamiento previo (0.025%); esto contra el control. El drea bajo la curva
disminuyd, directamente proporcional con la concentracion, obteniéndose una
diferencia significativa con respecto al control solo en la concentracidon alta sin
tratambento previo (0.05%). En cuanto a la pendiente de la fase de propagacion,
ésta permanece constante, v no se encontrd diferencia significativa entre estas,
ya que las curvas de cinética siguieron la misma tendencia, esto se observa en la
grafica de pendientes de La figura 9.

Asl mismo se vio por los resultados obtenidos, en las diferentes variables que el
calentamiento anterior a la extraccidn; ya sea a ebullicién (10 min), microondas
(60 5) o escabeche; no afectd la capacidad del ajo de inhibir la oxidacién de las
lipoproteinas en el suero humane, inducida por Cu®™. Ya que en ninguno de los
ensayos realizados se encontrd diferencia significativa entre las mismas
concentraciones con tratamiento y sin tratamiento. Este punto es de alia
importancia, va que el ajo es frecuentemente usado para cocinar, o incluso se
ingiere de manera directa, como es el caso del ajo en escabeche.

Diversas investigaciones, nos muestran informacion de gque el tratamiento
térmico previo, disminuye o inctluso anula sus propiedades; pero también que

este tratamiento no afecta significativamente sus propiedades.

Asi mismo al someter al ajo a un tratamiento térmico previo a su extraccion, la
alinasa se inhibe, al igual que en el escabeche por el pH tan bajo; por lo tanto la
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alicina no se forma. Lo cual nos lleva a investigar més a fondo las propiedades
del compuesto organosulfurado mas abundante del ajo, la alina. En algunas
investigaciones s&¢ ha demostrado que este compuesto es capaz de inhibir la
sintesis de colesterol’,
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6.2 ENSAYO PARA DETERMINAR SI LOS EXTRACTOS DE AJO SON CAPACES DE
QUELAR Cu?* USANDO EL SISTEMA XANTINA-XANTINA OXIDASA

« Efecto del extracto acuoso de diente de ajo crudo sobre la inhibicion
de la xantina oxidasa inducida por Cu®’.

En la tabla 11 se muestran los datos obtenidos a 560 nm, asi como el % de
inhibicion. El efecto inhibitorio del sistema es dependiente de la concentracion,
y los extractos de ajo son incapaces de restaurar la actividad de la enzima
cuando se corre el sistema en presencia de Cu®. Lo cual puede verse

representado en la figura 10.

Tabla 11. Efecto del extracto acuoso de ajo crudo sobre la inhibicién de la xantina
oxidasa inducida por Cu®*a 560 nm.

560 nm 560 nm
Grupos % Inhibicion % Inhibicion
- Cu® +Cu”
Control 0.0135 0.0001 99.5
Diente de ajo 0.025%| 0.0094 30.69 0.0008 93.99
Diente de ajo 0.05% 0.0062 53.83 0.0009 93.49

Diente de ajo

0.0150

£ 0.0125} ’ ==
[ =
(=]
2 0.0100 e
L+
(=]
T 0.0075
c a
2
S 0.0050
(7]
0
=T
0.0025}-
b,* b,*
0.0000 —— [ [ 1
Control ® EDTA/Cu®  DA0.025% DA0.025%+Cu? DA0.05% DA 0.05% + Cu®
a: p<0.001 vs cu?* b: p<0.001 vs grupos sin cu®

*p>0.05 vs Cu®*
Fig 10. Efecto del extracto acuoso de ajo crudo sobre la actividad de la xantina oxidasa inducida
por Cu?* medida como produccién de superéxido a 560 nm.
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En la tabla 12 se muestran los datos obtenidos a 295 nm, asi como el % de

inhibicion. Los extractos de ajo son capaces de restaurar completamente la

actividad de la enzima cuando se corre el sistema en presencia de Cu®* a esta

longitud de onda. En la figura 11 los datos se representan en barra.

Tabla 12. Efecto del extracto acuoso de ajo crudo sobre la inhibicién de la xantina
oxidasa inducida por Cu®* a 295 nm.

295 nm 295 nm
Grupos % Inhibicion % Inhibicion
- Cu™ + Cu”™
Control 0.049 0.018 63.30
Diente de ajo 0.025%| 0.0603 - 0.0271 44.78
Diente de ajo 0.05% | 0.0520 . 0.0283 42.29
Diente de ajo
0.07r
a

E 0.06 b= o
=
§ 0.05 T L —=
o
- 0.04
E 0.03 b,c Be
E 0.02} =
<

0.01f

0.00

Control ' EDTA/Cu®  DA0.025% DAO0.025% +Cu® DA0.05% DA 0.05% + Cu®

a: p<0.001 vs Cu*

c: p<0.001 vs grupos sin cu?
Fig 11. Efecto del extracto acuoso de ajo crudo sobre la actividad de la xantina oxidasa inducida
por Cu** medida como produccién de 4cido drico a 295 nm.

b: p<0.05 vs Cu**
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Efecto del extracto acuoso de ajo hervido sobre la inhibicion de la
xantina oxidasa inducida por Cu?*.

En la tabla 13 se muestran los datos obtenidos asi como el % de inhibicion. El

efecto inhibitorio del sistema es dependiente de la concentracion y los extractos

de ajo son incapaces de restaurar la actividad de la enzima cuando se corre el

sistema en presencia de Cu”". Estos datos se presentan en la figura 12.

Tabla 13. Efecto del extracto acuoso de ajo hervido sobre la inhibicién de la xantina
oxidasa inducida por Cu®*a 560 nm.

560 nm 560 nm
Grupos % Inhibicién % Inhibicion
- Cu® + Cu”
Control 0.028 0.0007 97.34
Ajo hervido 0.025% | 0.0366 B 0.0003 98.93
Ajo hervido 0.05% 0.0204 27.18 0.0009 96.9
Ajo hervido
o‘m[ _T_
&
§ 0.03} T :
. - 1
E 0.02}
g
g oo1p
c,' d*
0.00 —— —
Control [Tl EDTA/Cu®  AH0.025% AH 0.025% + Cu® AH0.05% AH 0.05% + Cu®

b: p<0.05 vs Cu®*

a: p<0.001 vs Cu”*
d: p<0.05 vs grupos sin Cu®*

c: p<0.001 vs grupos sin Cu?*

*p>0.05 vs Cu*
Fig 12. Efecto del extracto acuoso de ajo hervido sobre la actividad de la xantina oxidasa
inducida por Cu** medida como produccion de superdxido a 560 nm.
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En la tabla 14 se muestran los datos obtenidos a 295 nm asi como el % de

inhibicion. El efecto inhibitorio del sistema es dependiente de la concentracion y

los extractos de ajo son incapaces de restaurar la actividad de la enzima cuando

se corre el sistema en presencia de Cu®’. Esto corrobora los datos obtenidos a 560

nm. En la figura 13 los datos se muestran en barras.

Tabla 14. Efecto del extracto acuoso de ajo hervido sobre la inhibicién de la xantina
oxidasa inducida por Cu®* a 295 nm.

295 nm 295 nm
Grupos % Inhibicién % Inhibicién
" Cu2+ ¥ cu2_+
Control 0.068 0.0145 78.71
Ajo hervido 0.025% | 0.0749 = 0.0198 70.83
Ajo hervido 0.05% | 0.0645 5.19 0.0194 71.45
Ajo hervido
0.08 4
E 0.074+ —0 __?_
w 0.06F
&
o 0.05F
% 0.04}
=
% 0.03-
] b,C -
2 002 edhil L)
0.01f
0.00
Control (o EDTA/Cu®  AHO0.025% AH 0.025% + Cu?* AH0.05% AH 0.05% + Cu®'

a: p<0.001 vs Cu®*
¢: p<0.001 vs grupos sin Cu”*

Fig 13. Efecto del extracto acuoso de ajo hervido sobre la actividad de la xantina oxidasa
inducida por Cu?* medida como produccién de écido Grico a 295 nm.

b: p<0.01 vs cu?
*p>0.05 vs Cu*
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o Efecto del extracto acuoso de ajo calentado en microondas sobre la
inhibicién de la xantina oxidasa inducida por Cu®*.

En la tabla 15 se muestran los datos obtenidos, asi como el % de inhibicion. El

efecto inhibitorio del sistema es dependiente de la concentracion, asi mismo que

los extractos de ajo son incapaces de restaurar la actividad de la enzima cuando

se corre el sistema en presencia de Cu®'. Estos datos se presentan en la figura
g

14.

Tabla 15. Efecto del extracto acuoso de ajo calentado en microondas sobre la

inhibicion de la xantina oxidasa inducida

por Cu®* a 560 nm.

560 nm 560 nm
Grupos % Inhibicién % Inhibicion
e o
Control 0.028 0.0007 97.34
Ajo microondas 0.025% 0.0313 - 0.0006 97.89
Ajo microondas 0.05% 0.0257 8.05 0.0007 97.54
Ajo microondas
0.04;
a
: 1 X
o 003 [
2 I
. =
T ooz
&
o
'é' 0.01f
b,* c'
D‘ e ——— ——
Control (o EDTA/Cu®  AM0.025% AM0.025% + Cu® AM0.05% AM 0.05% + Cu?®*

a: p<0.01 vs Cu®*
¢: p<0.001 vs grupo sin Cu®*

Fig 14. Efecto del extracto acuoso de ajo sometido en microondas sobre la actividad de la xantina
oxidasa inducida por Cu** medida como produccién de superéxido a 560 nm.

b: p<0.01 vs grupo sin Cu®*
*p>0.05 vs Cu®
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En la tabla 16 se muestran los datos obtenidos a 295 nm asi como el % de

inhibicion. Los extractos de ajo son incapaces de restaurar la actividad de la

enzima cuando se corre el sistema en presencia de Cu?*. Esto corrobora los datos

obtenidos a 560 nm. En la figura 15 se muestran los datos en forma de barras.

Tabla 16. Efecto del extracto acuoso de ajo calentado en microondas sobre la
inhibicién de la xantina oxidasa inducida por Cu?* a 295 nm.

295 nm 295 nm
Grupos % Inhibicion % Inhibicion
- Cu” + Cu”
Control 0.068 0.0145 78.71
Ajo microondas 0.025% 0.0729 - 0.0166 75.55
Ajo microondas 0.05% 0.0721 0.0190 72.02
Ajo microondas
0.08-
2 ==
g 007 —
=
v 0.06
&
o 0.05-
S 0.04-
(=4
§ 0.03}
D - bl.
2 oo b S,
0.01f
o Control ™ EDTA/Cu®™  AMO0.025% AMO0.025% + Cu®™ AM0.05% AM 0.05% + Cu™

a: p<0.001 vs Cu**

*p>0.05 vs Cu®*

b: p<0.001 vs grupos sin Cu®*

Fig 15. Efecto del extracto acuoso de ajo sometido en microondas sobre la actividad de la xantina

oxidasa inducida por Cu?* medida como produccién de acido drico a 295 nm.
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s Efecto del extracto acuoso de ajo en escabeche sobre la inhibicién de
la xantina oxidasa inducida por Cu?*.

En la tabla 17 se muestran los datos obtenidos, asi como el % de inhibicién. El

efecto inhibitorio del sistema es dependiente de la concentracion y los extractos
de ajo son incapaces de restaurar la actividad de la enzima cuando se corre el
sistema en presencia de Cu?*. Estos datos se presentan en la figura 16.

Tabla 17. Efecto del extracto acuoso de ajo en escabeche sobre el sistema xantina-
xantina oxidasa por Cu?* a 560 nm.

560 nm 560 nm
Grupos % Inhibicion % Inhibicion
B T YT
Control 0.028 0.0007 97.34
Ajo escabeche 0.025%| 0-0387 : 0.0018 93.45
Ajo escabeche 0.05% | 0.0305 - 0 99.84

Ajo escabeche

0.05;
E 004 -
- b
: T
© 0.03 1
S
& =
2 o0.02}
&
A
< 0.0}
cl‘ dl-
u‘ I I ——y—
Control o EDTA/Cu®  AE0.025% AE0.025% + Cu® AE0.05% AE 0.05% + Cu?*
a: p<0.001 vs Cu?** b: p<0.01 vs Cu?*
c: p<0.001 vs grupo sin Cu®* d: p<0.01 vs grupo sin Cu®*

*p>0.05 vs Cu®
Fig 16. Efecto del extracto acuoso de ajo en escabeche sobre la actividad de la xantina oxidasa
inducida por Cu** medida como produccion de superéxido a 560 nm.
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En la tabla 18 se muestran los datos obtenidos a 295 nm asi como el % de

inhibicion. El efecto inhibitorio del sistema es dependiente de la concentracion y

los extractos de ajo son incapaces de restaurar la actividad de la enzima cuando

se corre el sistema en presencia de Cu®. Esto corrobora los datos obtenidos a

560 nm. Los datos se presentan en forma de barras en la figura 17.

Tabla 18. Efecto del extracto acuoso de ajo en escabeche sobre la inhibicién de la
xantina oxidasa inducida por Cu®* a 295 nm.

295 nm 295 nm
Grupos % Inhibicion % Inhibicion
- Cu” + Cu®
Control 0.068 0.0145 78.71
Ajo escabeche 0.025%| 0.0708 = 0.0204 70
Ajo escabeche 0.05% | 0.0601 11.68 0.0204 70
Ajo escabeche
0.07r
a

E 0.06 — —
c b
& 0.05} i 1 S
o~
o
o 004
E 0.03 & 4,0
Lg- 0‘02. —
<

0.01+

0.00'

Control (T EDTA/Cu®  DA0.025% DA0.025% +Cu® DA0.05% DAO0.05% + Cu®

a: p<0.001 vs Cu?*
c: p<0.001 vs grupo sin Cu?*

*p>0.05 vs Cu®

b: p<0.01 vs Cu®*
d: p<0.05 vs grupo sin Cu®*

Fig 17. Efecto del extracto acuoso de ajo en escabeche sobre la actividad de la xantina oxidasa
inducida por Cu** medida como produccion de acido Grico a 295 nm.
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En la realizacion de este ensayo se wtilizaron 7 grupos diferentes, en donde se
cormid un control como punto de comparacion, asi mismo se corréeron controles
positivos (Cu™ y EDTA) y negativas (Cu™). Los diferentes extractos de ajo se
corrieron a dos diferentes concentraciones y en presencia y ausencia del Cu®”,
Esto con el fin de poder observar si dichos extractos eran capaces de
reestablecer la actividad de la enzima.

Se obtuvieron datos a dos longitudes de onda (295 y 560 nm) simultaneamente
para corroborar el efecto de los diferentes extractos acuosos de ajo sobre el

atrapamiento del Cu™, y no asi sobre la actividad de |a enzima.

En el primer ensayo con diente de ajo, se observa en la tabla 11 gue el % de
inhibicion no disminuye significativamente en los grupos con el extracto de ajo
en presencia de Cu™, esto indica que el ajo es incapaz de atrapar el Cu™ y asi
reestablecer la actividad de la enzima en ninguna de sus concentraciones. Y en la
tabla 12 se puede ver que la actividad de la enzima no es alterada
significativamente por el extracto de ajo. En la figura 10 podemos observar que
los grupos con extracto acuoso de ajo son diferentes significativamente contra el
grupo de Cu”, Io cual indica que el sistema no es interrumpido por la presencia
del extracto; asi mismo se muestra gue los grupos de extracto de ajo en
presencia de Cu™ no logran reestablecer la actividad del sistema, y se ve un
efecto dependiente de la concentracion, va que el grupo de 0.025% no tuvo
diferencia significativa contra el grupo de Cu™, a diferencia de la concentracién

de 0.05%. En cuanto a la figura 11 s& puede ver gue tiens un comportamiento
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distinto al anterior, donde todos los grupos son diferentes significativamente

contra el grupo con Cu™, por lo que logra reestablecer la actividad de la enzima.

En cuanto al extracto de ajo hervido, se ve una tendencia muy similar gue en al
caso anterior donde los extractos de ajo son inCapaces de restawrar la actividad
del sistemna. Teniéndose diferencia significativa de los grupos en ausencia de Cu™
con el grupo de Cu?* y diferencia entre los grupos con v sin Cu™ a la absorbencia
de 560 nm. En cambio a 295 nm se tiene que el Onico grupo que no es diferente

significativamente contra Cu”™ es a la concentracin de 0.055%.

Con respecto al ensayvo de ajo en microondas, s& encontrd lo mismo que en el
caso del extracto de ajo hervido. Asi mismo, en el caso del extracto de ajo en
escabeche se encontrd algo muy similar exceptuando gue en el caso del extracto
de ajo en escabeche a las dos concentraciones en presencia de Cu™ no se
observo diferencia significativa contra el grupo de Cu™,

Con base en estos resultados, podemos decir que Ciertos extractos acuosos de
ajo, afectan de una manera débil al sistema, por lo que se ve en los datos a 295
nm, el cambio es notorio a 560 nm, donde incluso se podria incluir que el ajo
actua también como atrapador de radical hidroxilo producido en el sistema.

En el umico caso donde se enconbrd que el extracto acwoso de ajo posea la
capacidad de atrapar al Cu™, es en el ajo crudo, lo cual se ve en la tabla 12,
donde logra restituir la actividad de la enzima y se encontro diferencia

significativa contra el grupo de Cu™,



En forma de resumen:

560 nm 295 nm
Si quela
Diente de ajo crudo No quela
(en ambas concentraciones)
Ajo hervido No quela No quela
Ajo microondas No quela No quela
Ajo en escabeche No quela No quela

L i S O

| .‘ LA BIBLIOTECA

Si5 NO SALL
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7. COMCLUSIONES
1. Se demostrd que los extractos de ajo sometidos a diferentes tratamientos

{ebullickén, microondas y escabeche] mantienen su propiedad de inhibir la
oxidacion de las lipoproteinas en suero humano,

1. Al inhibir a la alinasa con los tratamientos térmicos, la alina, compuesto
organosulfurado predominante en el diente de ajo crudo; puede ser el
companente clave en el mantenimiento de la capacidad antioxidante en los tres
extractos de ajo estudiados.

3, Debido a que los diferentes tratamientos térmicos no alteraron su capacidad
antioxidante, esto puede dar pauta, para recomendar al ajo, aln calentado
previamente, no solo como condimento, sing como medio preventivo en
enfermedades cardiovasculares, como en el caso de la aterosclerosis.

4, Los cuatro extractos de ajo estudiados son incapaces de quelar Cu™, por lo
tanto, este no es el mecanismo por el cual dichos extractos inhiben la oxidacion

de las lipoproteinas inducida por dicho metal,
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