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1. RESUMEN. 

El estrés oxidativo es una condición que se puede presentar en los organismos aerobios debido 

a la pérdida del equilibrio entre los factores oxidantes como el anión superóxido (02'-), el peróxido de 

hidrógeno (H20 2), el radical hidroxilo (OH), etc y las defensas antioxidantes como la superóxido 

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa (GPX), la vitamina C, la vitamina E, el 

glutatión (GSH), etc. Durante el estrés oxidativo las macromoléculas biológicas pueden sufrir daños, lo 

cual puede traer consecuencias graves a la viabilidad celular. 

El ajo (Allium sativum. L) al contener sustancias con actividad antioxidante puede prevenir 

disfunciones relacionadas con el estrés oxidativo como son enfermedades cardiovasculares, 

neurodegenerativas e incluso el cáncer. Los compuestos organosulfurados contenidos en el ajo como 

las y-glutamilcisteínas, los sulfóxidos de cisteína (alina), los tiosulfinatos (alicina) y los poli sulfuros, 

como el dialil disulfuro (DAOS), entre otros, son los constituyentes a los que se les atribuyen las 

propiedades antioxidantes del ajo. Su variedad y concentración está en función de la actividad de la 

alinasa, una enzima que al ser liberada por la destrucción de la estructura celular del ajo desencadena, a 

partir de la alina, la formación de la alicina y sus derivados, los polisulfuros. 

Todas los publicaciones que refieren a la evaluación de la capacidad antioxidante del extracto 

de ajo crudo donde la alinasa permanece activa tanto en modelos in vivo como in vitro han sido 

congruentes reconociendo a dicho extracto como un excelente antioxidante ya que es capaz de inhibir 

la lipoperoxidación, de atrapar H20 2 y de inhibir la producción de OH, además de su acción 

anticancerigena y preventiva en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. 

Por otra lado también ha sido evaluada la capacidad antioxidante de extractos de ajo donde la 

alinasa fue inactivada, generándose una vertiente en cuanto al mantenimiento o disminución de la 

actividad antioxidante de dichos extractos con respecto a la actividad del extracto de ajo crudo, así 

tenemos estudios donde se manifiesta que se reduce su capacidad para inhibir la producción de OH y 

algunos de sus efectos anticancerigenos, pero también se sabe de publicaciones donde se reporta que la 

inactivación de la alinasa en los extractos de ajo no afecta su capacidad de inhibir la oxidación de las 

lipoproteínas en suero humano y que además no disminuye su capacidad de atrapar a el O2'-, OH Y 

H20 2. 
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Ante dicha controversia surge el presente trabajo que pretende ser un sustento que sirva para 

establecer con certeza la participación de la actividad de la alinasa en la conservación de las 

propiedades antioxidantes del ajo. 

Los objetivos propuestos son 1) Determinar la cantidad de extracto de ajo crudo (EAC) , 

extracto de ajo en escabeche (EAEsc) y extracto de ajo microhomeado (EAM) necesaria para inhibir o 

atrapar el 50% de la concentración inicial de O2'-, OH- Y H20 2, valor conocido como CIso; 2) Determinar 

el efecto en la capacidad antioxidante del ajo al inhibir a la alinasa y 3) Determinar la eficacia del EAC 

con respecto a compuestos reconocidos por su actividad antioxidante (Piruvato, NDGA y DMTU). 

Para alcanzar el primer objetivo se hicieron ensayos concentración-repuesta, en los cuales se contaba 

con una concentración constante de O2'-, H20 2 Y OH', utilizando como método de detección y/o de 

generación los sistemas xantinalxantina oxidasa, el ensayo del Fe1+-naranja de xilenol (FOX) y el 

sistema del Fe3+-EDTA-H20 2-desoxirribosa respectivamente y la posterior cuantificación del 02'-,OH 

Y H20 2 remanente al adicionar cantidades crecientes de EAC (alinasa activa), EAEsc y EAM (alinasa 

inactiva), también se sometió al mismo ensayo a la dimetil tiourea (DMTU), el ácido 

nordhidroguayarético (NDGA) y el piruvato compuestos puros reconocidos por su capacidad para 

atrapar al OH,02'- y H20 2, respectivamente con lo que se cubre el tercer objetivo, por último se calculó 

la CIso valor que nos permitió cumplir el segundo objetivo, 

Como resultados tenemos que el EAEsc resultó tener una capacidad de atrapamiento frente al 

H20 2, el O2'- y el OH' equivalente a la del EAC, mientras que el EAM tiene una capacidad de 

atrapamiento frente al OH similar a la del EAC, una capacidad de atrapamiento 43% más efectiva para 

atrapar el H20 2 y una capacidad 75% menos efectiva para atrapar el O2'- y que el NDGA, la DMTU y el 

piruvato resultaron ser 690, 2 Y 1,5 veces más eficaces que el EAC, respectivamente. 

Finalmente el presente estudio in vi/ro sugiere que (1) la capacidad para atrapar las ERO del 

EAC, el EAEsc y el EAM no esta relacionada con la actividad de la alinasa, y que (2) el compuesto o 

los compuestos involucrados en la capacidad antioxidante de los extractos de ajo son estables al 

calentamiento. 
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2. INTRODUCCIÓN. 

2.1 Producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) en organismos aerobios. 

2.1.1 El oxígeno, precursor de especies reactivas. 

La baja reactividad del oxígeno molecular (02) es de vital importancia, ya que de lo contrario, 

todas las moléculas esenciales para la vida serían oxidadas, sin embargo esté puede ser convertido en 

otras especies con mayor reactividad ya sea por transferencia de energía o por reacciones de 

transferencia de electrones (Klotz, 2002). Algunas de las especies reactivas a las que da origen el Oz 

son: el anión superóxido (02'-), el peróxido de hidrógeno (HzOz), y el radical hidroxilo (OH') 

(Fridovich, 1999), como resultado de la reducción secuencial del O2 (Klotz, 2002) (Figura 1). 

Anión Anión 
Dioxígeno superóxido peróxido 

302 -L- O;' ~ O~ ~ 

1 lH" !2H· 
' 0 2 

Oxígeno 
singulete 

HO; 

Radical 
hidroperoxilo 

Peróxido 
de hidrógeno 

Agua 

Anión 
oxonio 

Radical 
hidroxilo 

Anión 
oxidO 

Agua 

Figura 1. Generación de diferentes ERO por transferencia de energía o reducción univalente 

secuencial a partir del oxígeno triplete molecular (Apel & Hirt, 2004). 

La reactividad de los átomos y moléculas puede explicarse en parte con los valores de potencial 

de reducción, partiendo de que a valores crecientes positivos de potencial la capacidad de aceptar 

electrones se incrementa y con ello su reactividad, podemos ahora sustentar el incremento en la 

reactividad del O{ y el HzOz con respecto al Oz, cuyos potenciales son 0.94 V, 0.38 V (Imlay, 2003) y 

-0 .16 V (Rice-Evans el al., 1980), respectivamente. 
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Hasta ahora hemos descrito al O2, sus especies derivadas y su reactividad fuera del contexto 

biológico, lo cual no es correcto ya que el O2 es un elemento esencial para las formas de vida aerobias, 

debido a que su consumo está acoplado a la producción de energía mediante la síntesis de A TP (Nelson 

& Cox, 2000), esté proceso se conoce como fosforilación oxidativa y forma parte del metabolismo 

aerobio el cual produce irremediablemente ERO (Klotz, 2002). 

2.1.2 Las ERO subproductos deL metaboLisnw aerobio. 

La mitocondria es la principal fuente de producción de ERO (Lesnefsky el al., 2001; Wallace, 

2000) debido a que en dicho organelo ocurre la fosforilación oxidativa, el inicio del sistema de 

transporte de electrones lleva a la formación de O2 .. (Loschen el al., 1971; Boveris & Cadenas, 1975) 

las enzimas involucradas en dicho proceso son las deshidrogenasas, las transferasas de electrones, las 

oxidasas y las mono-oxigenasas (Fridovich, 1999; Massey, 1994). 

El complejo 1 de la mitocondria (sitio NADH deshidrogenasa) y en el complejo III (sitio Qi) 

descargan ERO directamente a la matriz donde son detoxificadas por las defensas antioxidantes de la 

matriz como son la superóxido dismutasa (MnSOD), el glutatión (GSH), la glutatión peroxidasa (GPX) 

y la glutatión reductasa (GR), mientras que el sitio Qo del complejo III libera las ERO en el espacio 

intermembranallejos de las defensas antioxidantes de la matriz, favoreciendo su liberación al exterior 

de la mitocondria en el cito sol (Chen el al., 2003) (Figura IIl). 

I 
I 

G luta mato 
p i ruvato /mal a t o 

Citosol 

Matriz 
' Catal asa 

Defensa antioxidante 

Figura IIl. Descripción de la cadena de transporte de electrones mostrando los sitios de 

generación de ERO (Chen el al., 2003). 
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Si bien la mitocondria es una importante fuente de ERO, también es cierto que otras enzimas 

como la NADPH oxidasa (Griendling el al. , 2000) y la xantina oxidoreductas (Pritsos, 2000; Harrison, 

2002), por mencionar solo algunas, contribuyen en gran medida en la producción de dichas especies. 

2.1.3 La NADPH-oxidasa. 

Las NADPH-oxidasas catalizan la producción de O2'- al transferir un electrón, que va del 

NADPH al O2, debido a esto dicha enzima es la mayor fuente de O{ (Babior, 1999). Está enzima se 

encuentra en neutrófilos, células endoteliales vasculares y trofoblastos (Griendling el al., 2000; 

Matsubara & Sato, 2001). Su actividad es regulada por hormonas como la angiotensina Il, los factores 

de crecimiento y la trombina; por citocinas como el factor de necrosis tumoral a; por fuerzas 

hemodinámicas y por cambios metabólicos locales resultando en un aumento de la generación de O2'­

(Griendling el al., 2000). 

2.1.4 Laxantina oxidoreductasa. 

La xantina oxidoreductasa (XOR) pertenece a la familia de las molibdoenzimas y es mejor 

conocida por su participación en la degradación de la purina, esta enzima cataliza la conversión de la 

hipoxantina en xantina y de xantina en ácido úrico con la producción simultanea de 02'-(Berry & Hare, 

2003) (Figura IV). 

NH 3 ~---"'------A1oIP GIIIP 

Nucleotidasa 1'--- ~o Nucleotid ..... }._-- ~o 
~.~ -.~ , , 

~o AdeM.ina Guano.ina 

1 Adeno.ina t--~o purina t~- p, 
'1 p. 4eoanünu .. "-_ NH

3 
nucleo.idu.. , ' . ~ 

1 fo.forilas.. - ... Ribo ... -1-
; j 
'- , • IMlin" Guanina 

nuc1eoddasa ~ 1. ~ deBUlUn.ua NH 
purina 1--p, Guanin.. t~ ~o 

fo.foriLu:.. -. Ribo ... -I- V '. 3 

o 02 ~02 ? 02 ~02 HN:X\ " j HN~\ --) 
II¡" ~l !l /~-
~~l N XanOna O~~ "',..¡/'-·:-i Xantina 

H oxidasa. H H oxidasa 

Hypoxantin.. Xantina 

o 

IIW~J~l .. o 
~ I I }'~ 

OAN ":-i 
H H 

Acido Urno 

Figura IV. Vía de la degradación de las purinas (Mathews & Van Holde, 1996). 
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La XOR acepta dos electrones donados por la xantina (Xia el al., 1999), los cuales .son 

transferidos al oxígeno molecular generándose así el O2.- (Olson el al., 1974; Hille & Massey, 1981) 

Los niveles más altos en cuanto a actividad para esta enzima se han reportado en hígado e 

intestino delgado (Parks & Granger, 1986). Recientes estudios han demostró la presencia de la XOR en 

el citoplasma (Rouquette el al., 1998; Frederiks & Vreeling-Sindelarova, 2002) y sobre las membranas 

celulares (Rouquette el al., 1998) unidas a glucosaminoglucanos (Adachi el al., 1993; Radi el al., 1997; 

Rouquette el al., 1998). Así mismo, diversos estudios han permitido identificar a la XOR como 

proteína y/o actividad en corazón humano (Muxfeldt & Schaper, 1987; Abadeh el al., 1993; Vickers el 

al., 1998; Cappola el al., 2001), las ratas knockout para la XOR raramente sobreviven más de 6 

semanas, lo que sugiere una gran importancia para los mamíferos inferiores (Vorbach el al., 2002). 

Hasta ahora solo se han descrito diversas formas de producción de O2'- por lo que la pregunta 

inmediata es y entonces como se originan el H20 2 y el OH' ; en primera instancia la superóxido 

dismutasa (SOD) en un intento por detoxificar al O2'- genera H20 2 el cual puede ser detoxificado por 

acción de la catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa (GPX) o bien usado como sustrato en la reacción 

de Fenton para dar origen al OH' (los mecanismos de acción de la SOD, CAT y GPX serán vistos a 

detalle en temas posteriores). 

Se sabe que la presencia de metales de transición, de moléculas orgánicas ricas en electrones, o 

de radiación ionizante (Harrison, 1980; Rice-Evans el al., 1980) acelera la producción de ERO, el ciclo 

de Haber-Weiss y la reacción de Fenton son un ejemplo de eventos en los que su iniciación depende de 

la presencia de metales de transición como el Fe y el Cu. A continuación se aborda el tema. 

2.1.5 El ciclo de Haber-Weiss y la reacción de Fenton. 

El H202 en presencia de Fe o Cu puede llevar a la generación del OH' la especie más reactiva de 

oxígeno, a través de la reacción de Fenton (Figura 1I, reacción 1) en donde el catión en su estado 

reducido (Fe2j, funciona como donador de un electrón en un proceso llamado "Ciclo de Haber-Weiss" 

(Figura II), en el cual la especie metálica es regenerada, cumpliendo así la función de catalizador 

(Kehrer, 2000). 
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Fe3+ + O H· + O H· (1 ) 

(2) 

Fe3+/ Fe2 + 

H202 + 02·· , OH· + OH- + 02 (3) 

Figura II. Esquema del ciclo de Haber-Weiss (Kehrer, 2000). 

El OH reacciona con cualquier molécula con la que entre en contacto; sin embargo, un 

factor limitante en su acción es su incapacidad para difundir debido a su alta reactividad (Fridovich, 

1998) y su corto tiempo de vida media, 1 nanosegundo (Weiss, 1986; Kehrer, 2000). 

Como ya hemos visto las ERO son producidas constantemente en el organismo, algunas de 

ellas llevan a cabo funciones fisiológicas de gran importancia, pero también pueden provocar daños a 

la viabilidad celular dependiendo de su concentración, veamos ahora algunos ejemplos de ello. 

2.2 Dualidad fISiológica de las ERO. 

Las ERO intervienen en diversas vías intracelulares, por ejemplo el radical óxido nítrico (NO) 

producido a partir de la L-arginina por acción de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), en el 

endotelio vascular, lleva acabo la relajación del músculo liso, su producción y uso también se da en 

macrófagos y granulocitos (Stuehr, 1990; Marletta, 1989), otro proceso en el que están involucradas las 

ERO es la respuesta del sistema inmune, ya que durante los procesos inflamatorios los neutrófilos y 

macrófagos liberan radicales libres (Victor et al., 2004). El sistema NADPH-oxidasa localizado en los 

fagocitos genera O2.- que sirve como señal inicial en la producción de otras especies oxidantes como 

son los óxidos de halógenos, los radicales libres y el oxígeno singulete, que son usados para aniquilar a 

los microorganismos invasores, con la desventaja de ocasionar el mismo efecto a las células aledañas 

del hospedero (Babior, 1999). 
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Las ERO pueden o no ser radicales libres, sin embargo se comportan como tales y con esto nos 

referimos a especie que contiene un electrón no apareado lo que les confiere una alta reactividad, ya 

que tiende a extraer electrones de otras especies ricas en ellos como las macromoléculas (lípidos, 

proteínas, ácidos nuc\eicos, etc) ocasionando disturbios en su rearreglo molecular (Fessenden & 

Fessenden, 1983), trayendo como consecuencia severos daños a la homeostasis del organismo. 

2.3 Daño oxidativo en macromoléculas. 

2.3.1 Efecto sobre los lípidos. 

El contacto de los lípidos de la membrana con un agente oxidante, como las ERO, genera 

lipoperoxidación (Matés, 2000) reacción que comienza con la oxidación de una cadena insaturada del 

triglicérido dando la formación de un lípido hidro peróxido y un radical alquilo, esté último reacciona 

con una molécula de oxígeno y genera la especie inicial, constituyendo una reacción cíclica. Esta 

lipoperoxidación trae como consecuencia una alteración en la estructura de la membrana, afectando su 

fluidez y provocando daño en su integridad (Weiss, 1986). La peroxidación de los lípidos genera 

especies como el malonildialdehído y el 4-hidroxi-3-nonenal, los cuales son considerados como 

citotóxicos, ya que pueden funcionar como agentes electrofilicos que pueden interactuar con otros 

componentes celulares, principalmente proteínas (Stadtrnan & Levine, 2000) y ADN (Nair et al., 

1999). La lipoperoxidación es un proceso involucrado en enfermedades cardiovasculares, 

particularmente en la aterogénesis, el fundamento de dicha aseveración involucra el efecto de la 

oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (Salvayre et al., 2002). 

2.3.2 Efecto sobre las proteínas. 

Los efectos de los radicales libres sobre la proteína son: la oxidación de aminoácidos y el 

rompimiento del enlace peptídico, lo que origina la agregación entre proteínas, la pérdida de la 

actividad catalítica de enzimas, daño en la integridad de proteínas estructurales y la interrupción en la 

regulación de las vías metabólicas (Feinendegen, 2002; Mittler, 2002), en el caso de las proteínas es 

importante considerar a la reacción de Fenton, pues en presencia de concentraciones fisiológicas de 

Fe2+, un aumento de H20 2, favorece la oxidación en los sitios de las proteínas involucrados en la unión 

a metales (Farber & Levine, 1986). 
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Los sistemas de reparación de las proteínas sólo se limitan a los residuos de metionina 

(Stadtman, 2004), de modo que las proteínas oxidadas tienen que ser hidrolizadas para evitar una 

disfunción en la red metabólica o para evitar interacciones inespecíficas con otras proteínas. 

Una amplia variedad de enfermedades han sido directamente vinculadas con la presencia de las 

proteínas oxidadas, algunas de esas son: la enfermedad de Alzheimer, la artritis reumatoide y la 

cataratogénesis (Feinendegen, 2002). 

2.3.3 Efecto sobre los ácidos nucleicos. 

Los radicales libres dañan al ADN al reaccionar con las bases nitrogenadas y con la 

desoxirribosa. El daño oxidativo al ADN es de extrema importancia, debido a que las bases 

nitrogenadas dañadas pueden generar mutaciones que resultan en carcinogénesis, apoptosis, necrosis y 

aún enfermedades hereditarias (Kehrer, 2000), también se ha observado que en presencia de las ERO 

se da la fragmentación del ADN (Higuchi, 2003). 

Existen mecanismos de reparación del ADN, que se activan en el momento en que éste sufre 

modificaciones oxidativas. Cuando las ERO alcanzan al núcleo o se generan dentro de éste por 

reacciones de Fenton, existen mecanismos de reparación que funcionan de manera eficiente, y que 

continuamente monitorean y reparan el daño causado. Se ha reportado que el mecanismo de reparación 

por escisión de bases es el más importante en el caso de la modificación oxidativa (Slupphaug et al., 

2003), dicho mecanismo se caracteriza por la remoción de la base modificada por una enzima 

glucosilasa, dejando un sitio sin base (sitio AP), el cual es removido por una endonucleasa y el 

segmento es reemplazado por la acción de la ADN polimerasa I y la ligasa. Cuando la modificación 

afecta regiones más extensas del ADN, el sistema de reparación por escisión de nucleótidos es el que 

actúa, removiendo todo el segmento dañado a través de una nucleasa, para ser remplazado por la ADN 

polimerasa I y una ligasa (Alberts et al., 2001). 

El daño oxidativo de las macro moléculas implica la existencia de mecanismos que ayuden a 

controlar los niveles de las ERO, de tal modo que no se permita una producción excesiva de éstas 

dentro de la célula, así como también, sistemas eficientes de reparación ante daños ocasionados por 

radicales libres de oxígeno. La viabilidad de la célula en condiciones donde abunda el oxígeno depende 

de un balance entre las condiciones oxidantes del ambiente y la función de sus sistemas antioxidantes 

(Urso & Clarkson, 2003). 
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2.4 Defensa antioxidante en la célula. 

Las células cuentan con una variedad de sistemas antioxidantes, entre estos están las proteínas 

chaperonas o RSP (del inglés Reat Shock Protein), que generalmente se asocian con · la 

termoprotección al mantener la estructura de las proteínas, pero también pueden actuar en la protección 

de la célula ante condiciones oxidantes, su modo de acción es hacer menos accesibles los sitios más 

susceptibles a la oxidación, otra forma es estabilizando la estructura parcialmente plegada debido al 

daño por la oxidación lo que favorece el proceso de reparación y re-plegamiento, si el daño hacia la 

estructura proteica es irreversible, las RSP cubren a la cadena polipeptídica para evitar la agregación 

con otras proteínas y promueven su hidrólisis (Papp el al., 2003). Otro sistema antioxidante es la 

ferritina o la transferrina cuya acción es secuestrar al Fe2+ cuando se encuentra en exceso, evitando así 

la producción del radical hidroxilo, vía ciclo de Raber-Weiss, donde el Fe2+ participa como catalizador 

(Andrews, 2000), además el organismo cuenta con enzimas especializadas que se encargan de la 

detoxificación directa de las ERO, tales como la catalasa (CAT), la superóxido dismutasa (SOD) y la 

glutatión peroxidasa (GPX) (Matés, 2000), las cuales protegen a la célula contra los efectos tóxicos de 

las ERO (Figura V). 

Espacio E",-tmcdular 

C itosol 

0 .- MnSOD 
2 lO 

C'.-\T H O 
)o 2 

Figura V. Esquema de la detoxificación del H20 2 y el O2 -, por acción enzimática en la célula 

(Apel & Hirt, 2004) GSH: glutatión en su forma reducida, GSSG: glutation en su fonna oxidada, 

MnSOD: superoxido dismutasa dependiente de manganeso. 
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2.4.1 Enzimas antioxidantes. 

2.4.1.1 Superóxido dismutasa (SOD). 

Las SOD son metaloenzimas que catalizan la conversión del O{ en H20 2 y O2 (Figura VI). Fue 

descrita por vez primera por McCord & Fridovich (1969). 

2 O .- + 2H+ 2 

SOD 

Figura VI. Detoxificación del anión superóxido (On, por acción de la superóxido dismutasa. 

En las células eucariotas existen tres isoformas de SOD. Todas son producto de genes nucleares 

diferentes y se sintetizan en los ribosomas cito plasmáticos (Ho el al., 1991). Dos de estas isoformas 

contienen en su sitio activo Cu y Zn, y la otra contiene Mn. En la tabla 1 (Forsberg el al., 2001) se 

mencionan los efectos que provocan al organismo la ausencia de la secuencia de genes que codifican 

para las ¡soformas de SOD. 

TABLA 1. ISOFORMAS REPORTADAS DE LA SOD 
ISOFORMAS UBICACION RATONES KNOCK-OUT 

CulZnSOD (SOD 1) Citosol Hígado, eritrocitos, Fertilidad reducida en 
cerebro y neuronas. hembras 

MnSOD (SOD 2) Mitocondria Corazón, cerebro, Muerte en minutos después 
hígado y riñones. del nacimiento, las 

sobrevivientes sufren daño 
neurodegenerati vo. 

CulZnSOD (SOD 3) Extracelular Plasma, líquido Hipersensibilidad a 
sinovial y linfa. hiperoxia. 
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2.4.1.2 CataLasa (CAT). 

La CATes una hemoproteína tetramérica con un peso de 240 leDa, con 4 ferriprotoporfirinas 

por molécula (Aebi, 1984) y su vida media en la circulación es relativamente corta, de 6-8 minutos 

(Price el al., 1962). Está presente en los peroxisomas y posee una doble función : 

a) Acción catalítica: descomposición de H20 2 en O2 y H20. 

b) Actividad de peroxidasa: Oxidación de donadores de protones como el metanol, etanol, ácido 

fórmico y fenoles, con el consumo de 1 mol de peróxido (Aebi, 1984). 

En tejidos de mamíferos la CAT está presente en altas concentraciones en hígado y riñón, y en 

bajos niveles en tejido conectivo (Nakashima el al., 1989); en general en las células se encuentra 

principalmente en los peroxisomas (80%) y mitocondrias, mientras que en eritrocitos existe en una 

forma soluble (Aebi, 1984). 

2.4.1.3 GLutatiónperoxidasa (GPX). 

El H20 2, producto de la reacción de la SOD, es transformado en agua por una hidroperoxidasa 

como la GPX, descrita por primera vez por Milis en 1957. Esta enzima contiene un átomo de selenio 

en su sitio activo y cataliza la descomposición de H20 2 o de otros peróxidos orgánicos con la oxidación 

irremediable del glutatión reducido (GSH) a glutatión oxidado (GSSG), el cual es a su vez reducido a 

GSH por la glutatión reductasa (GR), en presencia de NADPH formando un ciclo redox e impidiendo 

que se agoten las reservas de GSH (Figura VII) (Harris, 1992; Ichikawa et al. , 1994). 
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El NADPH es regenerado a partir de NADP+, por la acción de las enzimas málica, glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa. 

GPX ROH + HP + GSSG ROOH+ 2GSH • 
GSSG + NADPH + H + _G_R_.. 2GSH + NADP+ 

Figura VII. Reacciones catalizadas por la glutatión peroxidasa (GPX) y la glutatión 

reductasa (GR) (Apel & Hirt, 2004). 

En la tabla n (Forsberg el al., 2001) se menciona la ubicación de las isoformas y el principal 

papel protector. 

Tabla n. ISO FORMAS CONOCIDAS DE LA GPX. 
ISOFORMAS UBICACION PRINCIP AL PAPEL 

PROTECTOR. 
GPX 1 ubicua Eritrocitos, riñón, --------_ ... ----

hígado. 
GPX2 citosol Tejido Protección ante la ingesta de 

gastrointestinal. peroxilípidos. 
GPX3 extracelular Plasma y placenta. Reducción de hidroperóxidos 

En contraste con el H20 2 y el O2'., no se conocen enzimas capaces de regular directamente las 

concentraciones de OH , 
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2.4.2 Mecanismos antioxidantes no enzimáticos. 

El ascorbato y el glutatión (GSH) son las moléculas de mayor importancia en el sistema 

antioxidante no enzimático, así también participa el tocoferol, los flavonoides, alcaloides y 

carotenoides cuya función es neutralizar a las ERO. 

2.4.2.1 Sistemo. antioxidante del glutatión. 

El sistema antioxidante del glutatión juega un papel muy importante en la defensa de la célula 

contra las especies reactivas de oxígeno, al participar como agente reductor en la eliminación 

enzimática de especies tales como el H20 2 y peróxidos orgánicos vía glutatión peroxidasa (GPX), 

además de mantener reducidos los grupos sulfhídrilo de las proteínas y el transporte de aminoácidos 

mediante el ciclo de la y-glutamil y la detoxificación de compuestos externos por la glutatión-S­

transferasa (GST) (Slivka el al., 1987). 

Dicho sistema antioxidante depende de la presencia del glutatión en su forma reducida (GSH) y 

de la funcionalidad de las enzimas responsables de su síntesis y regeneración de la y-glutamil cisteina 

sintetasa (y-GCS) y la glutatión reductasa (GR), respectivamente (Meister, 1988). 

2.4.2.2 Ciclo del ascorbato-glutatión. 

La ascorbato peroxidasa (APX) es la enzima encargada de la detoxificación del H202 mediante 

el uso del ascorbato como agente reductor, el monodehidroascorbato (MDHA) resultante es regenerado 

a ascorbato por acción de la monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) en presencia de NADPH. 

Se sabe que el MDHA puede presentar una conversión espontánea a dehidroascorbato (DRA) el 

cual también es reducido hasta ascorbato por acción de la dehidroascorbato reductasa (DHAR) usando 

como agente reductor al glutatión (GSH), finalmente el glutatión oxidado (GSSG) es regenerado por 

acción de la glutatión reductasa (GR) en presencia de NADPH (Apel & Hirt, 2004) (Figura VIII). 
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Figura VIII. Ciclo oxido-reducción del ascorbato y glutatión en la detoxificación del H202 

(Apel & Hirt, 2004). GR: glutatión reductasa, GSH: glutatión en su forma reducida, GSSG: 

glutatión en su forma oxidada, DHAR: dehidroascorbato reductasa, DHA: dehidroascorbato, APX: 

ascorbato peroxidasa, MDHA: monodehidroascorbato, MDHAR: monodehidroascorbato reductasa. 

2.5 El estrés oxidativo y enfermedades relacionadas. 

Por diversas causas, puede perderse el balance entre los factores oxidantes y las defensas 

antioxidantes, ya sea por el aumento de los niveles de ERO o bien, por la disminución de los sistemas 

antioxidantes o de reparación (Beckman & Ames, 1998), a tal condición se le denomina estrés 

oxidativo, al cual se han asociado, una amplia diversidad de estados patológicos como la enfermedad 

de Alzheimer, la artritis reumatoide, la cataratogénesis, la carcinogénesis y los daños causados por la 

isquemia-reperfusión y el proceso de envejecimiento (Stadtman & Berlett, 1997). 
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2.5.1 Causa - efecto 

A continuación se mencionan algunas situaciones en ¡¡is que el estrés oxidativo se ve favorecido 

y las disfunciones que puede ocasionar: 

1) Diversos factores ambientales, como los contaminantes en el aire y la radiación ionizante 

puede favorecer el desbalance oxidante/antioxidante (Cross el al., 2002). 

2) Las macromoléculas biológicas al ser blancos de las ERO pueden sufrir daños debido al 

rompimiento o modificación de su estructura, trayendo como consecuencia una alteración en la función 

o incluso, la muerte de la célula (Feinendegen, 2002). 

3) El desbalance entre la actividad y presencia de enzimas como la SOD, GPX y CAT trae 

como consecuencia la acumulación de H20 2 el cual al participar en la reacción de Fenton origina el 

radical OH' (Haan ef al., 1995), la especie más reactiva del oxígeno. 

4) El H20 2 en elevadas concentraciones es capaz de afectar la unión del factor NF-KB de 

transcripción de esta manera, es posible afectar la transcripción de genes senescentes (Pereira-Smith & 

Smith, 1988). 

5) El estrés oxidativo y la deficiencia de grupos tiol puede ser importante en el desarrollo de 

inmuno deficiencias (Staal el al., 1992; Robinson el al., 1993; Aukrust el al., 1995). 

Como ya hemos visto el estrés oxidativo es una condición que se debe evitar, pero no siempre 

los antioxidantes endógenos tanto enzimáticos como no enzimáticos son suficientes ante la acción de 

las ERO, producidas constantemente en el organismo, por ello se ha propuesto la suplementación con 

antioxidantes exógenos como son la vitamina C, la vitamina E, beta-carotenos, etc (Diplok & 

Charleux, 1998), presentes en extractos de plantas. 
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- - - -------------------

2.6 Allium sativum L 

El ajo (AlIium sativum L.) es cultivado en gran parte del mundo y sus propiedades medicinales 

han sido reconocidas en muchas culturas por sus efectos terapéuticos desde hace ya miles de años, al 

ser considerado como un agente antioxidante se ha sugerido que puede participar en la prevención de 

afecciones relacionadas con el estrés oxidativo (Rahman, 2003;.Block, 1985; Lawson, 1998; Song & 

Milner, 1999; BaneIjee & Maulik, 2002; Banerjee el al., 2003b; Agarwal, 1996; Pedraza-ChaverrÍ el 

al., 1998; Pedraza-Chaverrí el al., 2000b; Dillon el al., 2002). 

2. 7 Propiedades medicinales del ajo. 

2.7.1 El ajo y las enfermedades cardiovasculares. 

Estudios epidemiológicos han identificado un sin número de factores de riesgo involucrados en 

el desarrollo de la ateroesclerosis entre los cuales se incluyen los niveles elevados de lípidos en suero 

(colesterol y triglicéridos), incremento de factores de coagulación y fibrinógeno en plasma, incremento 

en la actividad plaquetaria y alteraciones en el metabolismo de la glucosa (Wood, 200 1). La oxidación 

de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) es considerado como un mecanismo importante en el 

desarrollo de la aterosc1erosis (Keaney, 2000). 

El ajo ha sido usado en el tratamiento de problemas cardiovasculares por muchos años. Una de 

las propiedades bioquímicas más importantes del ajo es su potencial antioxidante, dicha acción 

antioxidante consiste en su capacidad para atrapar ERO, inhibir la lipoperoxidación y la oxidación de 

LDL, así como su efecto estimulante sobre los sistemas antioxidantes endógenos (Rahman, 2003). 

2. 7.2 El ajo y el cáncer. 

La carcinogénesis es un complicado proceso de múltiples etapas; la primera etapa inicia con la 

generación de una pequeña población de células anormales, la cual se incrementa como resultado de 

una serie de mutaciones y cambios en la expresión de los genes. Entre los factores que predisponen el 

inicio de dicho proceso se incluyen los factores ambientales, la dieta, los factores inherentes a cada 

individuo; además el riesgo de cáncer se incrementa con la edad (Ames & Shigenaga, 1992). 

20 



Está bien establecido que las ERO oxidan al ADN lo que puede llevar a mutaciones de genes 

cruciales que pueden originar cáncer (Ames & Shigenaga, 1992) Los potentes antioxidantes derivados 

de frutas y vegetales pueden ser capaces de aminorar los daños al ADN por oxidación disminuyendo 

así los riesgos de cáncer (Block, 1991). 

Estudios epidemiológicos han demostrado que el consumo de ajo está relacionado con la baja 

incidencia de desarrollo de cáncer (Bianchini & Vainio, 2001), ya que estudios recientes han 

demostrado que los componentes presentes en los extractos de ajo crudo pueden inhibir la proliferación 

de células cancerígenas de próstata, mama, colon, pulmón y piel (Pinto & Rivlin, 2001), además de 

inducir apoptosis de células tumorales de colon (Sundaram & Milner, 1996a; Sundaram & Milner, 

1996b). Así el ajo, debido a su capacidad de atrapar ERO y por la acción estimulante en la actividad de 

SOD, CAT, y GPX, se ha convertido en un potente antioxidante, por lo que puede prevenir o reducir la 

incidencia de cáncer (Wei & Lau, 1998; Smith et al., 1999). 

2.7.3 El ajo y lafunción cerebral, en el envejecimiento. 

La disminución de la memoria y las funciones motoras son dos parámetros del comportamiento 

que pueden ser alterados tanto en humanos como en animales durante el envejecimiento. 

El papel del estrés oxidativo es muy significativo en el cerebro, debido a que en él se consume 

el 20% del oxígeno inhalado, las concentraciones de compuestos y enzimas antioxidantes son 

relativamente pobres, además de la abundancia de ácidos grasos poliinsaturados, principales blancos de 

las ERO (Demopoulos el al., 1982). 

Los bajos niveles, en cuanto a defensa antioxidante se refiere, no son suficientes para detener 

las reacciones en cadena que inician los radicales libres, por ejemplo las reacciones de Maillard 

(entrecruzamiento entre proteínas y/o Iípidos), ocasionan severos disturbios en la estructura y función 

de la célula (Kristal & Yu, 1992). Existen evidencias que sugieren que los procesos oxidativos 

conducen al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson 

(Markesbery & Camey, 1999; Yves, 2000; Sukhjit & Gurcharan, 2002). 

El papel del ajo en la prevención del envejecimiento cerebral tiene sustento en estudios que 

indican que las propiedades antioxidantes del ajo pueden mejorar la disfunción neurológica (Youdim & 

Joseph, 2001 ; Deschamps el al., 2001). 
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Hasta ahora se ha dicho que el ajo es un potente antioxidante y debido a esta característica 

puede participar en la prevención de afecciones relacionadas con el estrés oxidativo, pero que es un 

antioxidante, se dice de la sustancia que a pesar de encontrarse en bajas concentraciones con respecto a 

los sustratos oxidables, entiéndase como cualquier molécula presente in vivo es capaz de reducir, evitar 

o prevenir la oxidación de los sustratos (Halliwell, 1990), así mismo un agente antioxidante es capaz de 

capturar, prevenir su formación y/o reparar el daño causado por las ERO (Aruoma el al., 1997). 

Para entender las propiedades antioxidantes del ajo es necesario conocer su composición 

bromatológica, enfocándose en los compuestos organosulfurados y las características de la alinasa. 

2.8 Propiedades antioxidantes del ajo. 

2.8.1 La composición del ajo y los compuestos organosulfurados. 

La composición general del ajo se muestra en la tabla III, y como se puede observar está 

constituido principalmente de agua, carbohidrato s, compuestos organosulforados, proteínas, fibra y 

aminoácidos libres (Lawson 1996*). Los minerales y vitaminas contenidos en el ajo son el Zn, Fe, Mg, 

Se, Mn, Na, Ca, la vitamina A, la C y las del complejo B. 

Tabla III.- COlMFOSICION GENERAL DEL AJO 

Componente % peso húmedo Componente % peso húmedo 

Agua 62-68 Total de compuestos sulfurados 1.1-3.5 

Carbohidratos 26-30 Azufre 0.23-0.37 

(Fructanos) 

Proteínas 1.5-2.1 Nitrógeno 0.6-1.3 

Aminoácidos 1-1.5 lVIinerales 0.7 

Aminoácidos con azufre 0.6-1.9 Vitaminas 0.015 

y-I!lutamilcisteinas 0.5-1.6 Saponinas 0.04-0.11 

Lípidos 0.1-0.2 Total compuestos liposolubles 0.15 (entero) 

0.7 (triturado) 

Fibra 1.5 Total compuestos hldrosolubles 97 
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Los compuestos organosulfurados (Figura IX) contenidos en el ajo son los constituyentes a los 

que se les atribuyen las propiedades antioxidantes del ajo, su variedad y concentración dependen de la 

actividad de la alinasa por lo que las condiciones y tipo de proceso o preparación a la que se sometan 

los dientes de ajo crudo son muy importantes, ya que pueden inactivar dicha enzima. 

Nombre 

Alina 

Alicina 

DAOS 

Estructura 

CH,=CH-CH,-S-CH.- CH-COOH 
- - 11 - 1 

o NH¡ 

CH,=CH-CH:-S-S------CHr-CH=CH¡ 
11 
o 

CH.=CH-CH:-S-S------CH¡-CH=CH, 

DAOS, dialil disulfuro. 

Figura IX. Estructura de los componentes organosulfurados (Song & Milner, 2001). 

La alinasa al ser liberada por la destrucción de la estructura celular del ajo desencadena a partir 

de la alina (S-alquil-L-cistein sulfóxido) la formación de la alicina (dialquil tiosulfinato) (Lawson, 

1993); la cual puede ser convertida en dialil sulfuro (DAS), dialil disulfuro (DADS) y dialil trisulfuro 

(DATS), entre otros polisulfuros (Block, 1985). La y-glutamilcisteína es el precursor directo de la alina 

(Figura X). 

y-glutamilpeptidasa oxidasa 
y-glutamiltranspeptidasa 

Alinasa 
y-glutamilcisteína --~.~ Alina • Alicina 

triturar 
___ ... Dialil disulfuro 

(DAOS) 

Figura X. Componentes organosulfurados y sus precursores (Song & Milner, 2001 ). 
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Ahora revisaremos solo algunos ejemplos de estudios que ponen de manifiesto la capacidad 

antioxidante del ajo. 

2.8.2 Extracto de ajo crudo. 

Cuando se utiliza el termino crudo nos referimos a que la alinasa se encuentra en su forma 

activa, por lo que en esta preparación la alicina (derivado de la alina por acción de la alinasa) será el 

componente mayoritario con actividad biológica y responsable del característico olor del ajo (Koch & 

Lawson, 1994), además junto con está se encuentran otros compuestos organosulforados (Figura XI) 

como el alil-metil-tiosulfinato, el l-propenil-alil-tiosulfinato y las y-glutamilcisteina (Lawson, 1994) 

que conservan su estructura al no ser sustrato de la alinasa. 

Estudios recientes han demostrado que el extracto de ajo tiene un papel protector contra el daño 

renal inducido por el tetrac1oruro de carbono en ratas al administrar dosis de 100-500 mglkg de peso 

corporal (Kagawa el al., 1986) y que además previene la formación de malondialdehído (MDA), un 

producto de la lipoperoxidación inducida por el radical hidroxilo, en homogenados de hígado de conejo 

de manera dosis-dependiente (Prasad el al., 1996), la ingesta de ajo también disminuye la 

lipoperoxidación y previene la disminución de la actividad de la GPX, en eritrocitos de rata tratados 

con adriamicina (Thabrew el al. , 2000). Además la administración crónica de extracto de ajo crudo 

protege al corazón contra el daño oxidativo inducido por isquemia-reperfusión (MukheIjee el al., 

2002). Otros estudios han reportado una capacidad antioxidante para el extracto de ajo a una 

concentración de 1 mglml tan efectiva como 30 nmol de vitamina C o bien una capacidad comparable 

con 3.6 nmol de alfa-tocoferol (popov el al., 1992) y que el extracto de ajo crudo es capaz de atrapar al 

OH (Prasad el al., 1996; Kim el al., 2001) y al O2 - (Kim el al., 2001). 

En general todas las publicaciones que refieren a la evaluación de la capacidad antioxidante del 

extracto de ajo crudo tanto en modelos in vivo como in vitro han sido congruentes reconociendo ha 

dicho extracto como un excelente antioxidante (Lau, 2001 ; BaneIjee el al. , 2002a; Avila, 2004; Prasad 

el al., 1996; Kim el al. , 2001; Pedraza-Chaverrí el al., 2000a; Sener el al. , 2003; Rietz el al., 1993; 

Thabrew el al., 2000; Banerjee el al., 2002b; Banerjee el al., 2003a; MukheIjee el al., 2002). 

24 



- --- - - -----------------------------------

Los métodos de preparación del ajo pueden influir en sus propiedades medicinales (Banerjee & 

Mautik, 2002; Banerjee el al. , 2003b; Dillon el al., 2002; Rahman, 2003; Pedraza-Chaverrí el al., 

2000a; Sener el al. , 2003 ; Rietz el al. , 1993; Thabrew el al. , 2000; Banerjee el al., 2002b; BaneIjee el 

al., 2003a; MukheIjee el al., 2002), debido a que las condiciones del proceso comprometen la actividad 

de la atinasa, debido a este hecho, surgió el interés de evaluar la capacidad antioxidante de extractos de 

ajo donde la atinasa fuese inactivada, los siguientes párrafos describen algunos de los resultados 

obtenidos de dicha investigación. 

2.9 Inhibición de la alinasay sus consecuencias. 

La alinasa (EC 4.4 .1.4) es una gticoproteína responsable como ya se dijo de la conversión de la 

atina en alicina, su activación se produce cuando los dientes de ajo son triturados (Jansen el al. , 1989), 

al igual que otras enzimas es termolábil por lo que puede ser ínactivada por (1) Calentami~nto a 

temperatura de ebullición por 15 mino (2) Calentamiento en horno microondas a una potencia de 650W 

por 15-30 seg. o bien (3) al someterla a condiciones de pH menores a4.5 (Song & Milner, 1999). 

La consecuencia que trae esta inactivación es el bloqueo de la cascada de formación de la 

alicína y sus derivados a partir de la alina, lo que deriva en una serie de eventos sobre la actividad 

antioxidante del ajo crudo que aún no han sido por completo esclarecidos. 

2.9.1 La afina 

La. alina, componente mayoritario en el ajo entero ha sido sintetizada y sometida a procesos 

oxidativos con la finalidad de dilucidar su actividad antioxidante; los resultados obtenidos revelan que 

así como la alicina presenta buena actividad antioxidante, también la alina pero en mayor grado. Dicha 

aseveración se sustenta en el hecho de que la actividad de la atina decrece después de ponerse en 

contacto con la alinasa, lo que sugiere que la alicina presenta una actividad antioxidante menor a la 

atina (Naito el al., 1981). Otros estudios avalan la capacidad antioxidante de la atina al reportarla como 

un buen atrapador de radical hidroxilo (Kourounakis & Rekka, 1991 ). En 1995 Sheela & Augusti 

encontraron que la alina (99% pureza) incrementa las niveles de glutatión y la actividad de SOD y 

CAT, en ratas alimentadas con una dieta rica en colesterol después de administrarles una dosis de 

200 mglkg de peso corporal durante dos meses. 
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Los estudios mencionados sustentan la actividad antioxidante de la alina, pero existe un reporte 

que contradice su buena actividad antioxidante al reportar a la alina como un débil atrapador de radical 

hidroxilo en el sistema del ácido linoleico (Hirata & Matsushima, 1996), por tal motivo los efectos 

antioxidantes atribuidos a la alina pura aún no se han establecidos con certeza. 

2.9.2 Extracto de ajo hervido. 

La enzima alinasa responsable de convertir la alina en alicina es inactivada por calentamiento, 

debido a ello la alina es el compuesto organosulforado presente en mayor proporción en el extracto de 

ajo hervido o en cualquier otro extracto donde la alinasa fuese inactiva (Figura XI). 

Existe un reporte en el que se dice que la capacidad del extracto de ajo crudo para neutralizar al 

radical hidroxilo disminuye significativamente al someter a un proceso de calentamiento al ajo entero 

(Prasad el al., 1996). 

2.9.3 Extracto de ajo microhorneado. 

El extracto de ajo microhorneado es otro ejemplo de procesamiento en donde la alinaSa ha sido 

inactivada, respecto a su capacidad antioxidante se sabe que al calentar dientes de ajo enteros durante 

60 seg en el microondas se reducen sus propiedades anticancerígenas, pero cuando el calentamiento es 

aplicado 10 min después de triturar el diente de ajo, las propiedades anticancerígenas son preservadas 

indicando que la activación de la alinasa es necesaria para generar los compuestos responsables de la 

actividad anticancerígena y que además son estables al calentamiento (Song & Milner, 2001). 

Por otra parte estudios hechos en nuestro laboratorio reportan que la inhibición de la alinasa ya 

sea por alguno de los siguientes tratamientos, preparación de dientes de ajo en escabache, por calentar 

a temperatura de ebullición o por micro hornear dientes de ajo enteros no se afecta su capacidad para 

inhibir la oxidación de las lipoproteínas en suero humano (Pedraza-Chaverrí el al., 2004b) y que al 

calentar dientes de ajo a temperatura de ebullición por 30 mino no disminuye su capacidad para atrapar 

Oz··,OH y H20 Z (Avila, 2004). 
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DIENTE DE AJO CRUDO 

AJO TRITURADO AJO CALENTADO 

H2C~(S'v/""'cH2 H2C~"~~CH 
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HO O 
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1- glutamIlclsteína 

Figura XI. Compuestos de mayor concentración presentes en diferentes preparaciones de ajo 

(Banerjee el al., 2003b). 



3. JUSTIFICACIÓN. 

Todas las publicaciones que refieren a la evaluación de la capacidad antioxidante del extracto 

de ajo crudo tanto en modelos in vivo como in vitro reconocen ha dicho extracto como un excelente 

antioxidante ya que es capaz de inhibir la lipoperoxidación, de atrapar H20 2 y de inhibir la producción 

de OH, además de su acción preventiva en enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo 

(Pedraza-Chaverrí et aL, 2000a; Sener el al., 2003 ; Rietz el al. , 1993; Thabrew el al., 2000; Banerjee el 

al., 2002b; Banerjee el al. , 2003a; Mukherjee el al. , 2002). 

Se ha reportado que la capacidad del ajo para inhibir la producción del OH' disminuye 

significativamente al hervirlo (Prasad el al., 1996) y que también se reducen sus efectos 

anticancerigenos cuando es calentado durante 60 segundos en el microondas (Song & Milner, 2001). 

Sin embargo estudios hechos en nuestro laboratorio indican que cuando la alinasa es inactivada, ya sea 

por alguno de los siguientes tratamientos: preparación de dientes de ajo en escabache, hervidos o 

microhomeados no se afecta su capacidad para inhibir la oxidación de las lipoproteínas en suero 

humano (Pedraza-Chaverri el al., 2004b) y que al hervir los dientes de ajo por 30 mino no disminuye su 

capacidad para atrapar 02'-,OH y H20 2 (Avila, 2004). 

Esta controversia sobre la disminución o mantenimiento de la capacidad antioxidante de los 

extractos de ajo donde la alinasa ha sido inhibida origina el presente trabajo, que pretende ser un 

sustento que sirva para establecer con certeza la participación de la actividad de la alinasa en la 

conservación de las propiedades antioxidantes del ajo. 
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4. HIPÓTESIS. 

Si la actividad de la alinasa determina la capacidad antioxidante del ajo entonces su 

inactivación tendrá un efecto negativo en dicha capacidad. 

5. OBJETIVOS . 

• :. Determinar la cantidad de extracto de ajo crudo, extracto de ajo en escabeche y extracto de 

ajo microhomeado necesaria para atrapar el 50% de la concentración inicial de O{, .oH" y 

H20 2 . 

• :. Determinar el efecto en la capacidad antioxidante del ajo al inhibir a la alinasa . 

• :. Determinar la eficacia del extracto de ajo crudo con respecto a compuestos reconocidos por 

su actividad antioxidante (piruvato, NDGA y DMTU). 
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6. METODOLOGÍA. 

6.1 Materiales y reactivos. 

6.1.1 Reactivos. 

El diente de ajo fresco y el vinagre se adquirieron en una tienda de autoservicio (México 

D.F.). 

La xantina oxidasa, la xantina, el ácido ascórbico, el ácido tiobarbitúrico (TBA), la 

deferoxamina (DFO), la dimetiltiourea (DMTU), el piruvato, el tetrametoxipropano, la desoxirribosa, 

el nitroazul de tetrazolio (NBT), el naranja de xilenol y el hidroxitolueno butilado se adquirieron de 

Sigma Chemical Co. (San. Luis, MO, EUA). 

El ácido tricloroacético (TCA), el ácido etilendiaminotetracético (EDTA), el carbonato de sodio 

(Na2C03), las sales de fosfato para los amortiguadores, el sulfato ferroso amoniacal hexa hidratado 

(Fe(NH4MS04)2 . 6H20 ), el ácido sulfúrico (H2S04) y el ácido clorhídrico (HC1) se adquirieron de 

1.T. Baker (México, D.F.). 

El peróxido de hidrógeno (H202) y el metanol grado HPLC se adquirieron de Mallinckrodt 

(México D.F.) y el cloruro férrico (FeCL3) se adquirió de Aldrich (San Luis, MO, EUA). Todos los 

reactivos empleados fueron grado analítico. 

6.2 Preparación de Los extractos de ajo. 

6.2.1 Extracto de ajo crudo (EAC). 

Considerando que el diente de ajo crudo tiene aproximadamente 70% de agua y 30% de 

compuestos sólidos, se preparó una solución stock de concentración 0.1 g de compueStos sólidos por 

mL de agua, por lo que se calculó la cantidad en gramos de sólidos yagua en cada diente de ajo a 

utilizar; a continuación se muestra un ejemplo: 

El peso promedio de un diente de ajo sin pelar es de 3.458 g, si multiplicamos dicho valor por 

0.7 y 0.3 (que corresponden a los porcentajes de las fracciones de agua y sólidos presentes en el ajo, 

respectivamente), obtenemos la cantidad en gramos de ambas fracciones . Así los sólidos corresponden 

a 1.037 g Y el agua a 2.42 g. 
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El diente de ajo fue pelado y cortado finamente antes de homogeneizar; debido a que el peso de 

los sólidos corresponde a 1.037 g se adicionan 10.37 mL de agua para obtener una concentración Je 

0.1 g/mL, pero como el agua constitutiva del ajo es igual a 2.42 g Y considerando que la densidad del 

agua es igual a 1 g/mL, se realiza la siguiente corrección: 

10.37 mL de agua destilada - 2.42 mL de agua constitutiva = 7.95 mL de agua destilada que 

debe ser adicionada. 

La homogenización se realizo con la ayuda de un politrón, la suspensión resultante fue 

sometida a centrifugación en un equipo Beckman, modelo J2-21 a 15,000 rpm por 10 minutos a 4°C, el 

sobrenadante se recuperó asumiendo una concentración de 0.1 g/mL. 

A partir de la solución stock se hicieron las diluciones pertinentes a evaluar en cada uno de los 

tres sistemas de generación y/o detección de las ERO: xantina/xantina oxidasa para O2 .. , ensayo de 

FOX para H202 yel sistema del Fe3+-EDTA-H202-desoxirribosa para el OH, los cuales se detallarán 

más adelante. 

6.2.2 Extracto de ajo en escabeche (EAEsc). 

Se eligió un diente de ajo visiblemente sano, sin ninguna daño aparente, esto fue para 

asegurar que la alinasa no entrara en contacto con su sustrato y se generen la alicina y sus derivados. 

El diente de ajo fue pesado y colocado un vaso de precipitados que contenía una solución 

vinagre:agua (1:1), volumen que fue suficiente para cubrirlo (aprox. 140 mL), posteriormente se 

calentó hasta ebullición por un lapso de 30 minutos, debido al tratamiento la piel que cubre al diente de 

ajo se desprendio. 

El ajo fue nuevamente pesado, después de haberse enfriado a temperatura ambiente, con lo que 

se determinó el valor en gramos del peso que ganó, debido al proceso. 

El diente de ajo fue cortado y homogeneizado con la cantidad de agua necesaria para llegar a la 

concentración de 0.1 g/mL, los cálculos fueron los mismos que se describieron en la preparación del 

extracto de ajo crudo, con la diferencia de que al valor de agua constitutiva se le sumo el peso ganado 

en el proceso. 

Se procedió a centrifugar en las mismas condiciones descritas para el ajo crudo y se recuperó el 

sobrenadante. 
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6.2.3 Extracto de ajo microltorneado (EAM). 

Al igual que el EAEsc se cuido que el diente de ajo a utilizar no presentara daños aparentes, 

después se peso y sometió al tratamiento térmico por microondas durante 30 segundos a una potencia 

de 1100 W, debido al proceso parte del agua constitutiva del ajo se perdió al evaporarse, por lo que el 

peso del ajo después del calentamiento fue menor, por ello fue necesario pesarlo nuevamente. 

Se siguió el mismo procedimiento en cuanto a cálculos y obtención del sobrenadante descrito 

para el EAC, con la diferencia de restar el valor debido a la pérdida de agua al valor correspondiente de 

agua constitutiva. 

6.3 Preparación de los estándares atrapadores de ERO. 

6.3.1 Piruvato. 

El piruvato fue preparado en una concentración de 0.1 glmL de agua, a partir de la cual se 

hicieron las diluciones necesarias para cada ensayo. La razón de que fuese utilizado como estándar fue 

debido a su reconocida capacidad de reducción al H20 2 in vitro (Salahudeen et al. , 1991). En la Figura 

XII se muestra la reacción que lleva a cabo. 

Figura XII. Descarboxilación del piruvato por el H20 2. 
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6.3.2 Ácido nordihidroguayarético (NDGA). 

El NDGA (Figura XIll) fue utilizado como estándar, ya que muestra una gran capacidad para 

atrapar O2.- (Kanehira el al., 2003; Lambert el al., 2002), se preparo en una concentración de 0.1 g/mL 

de agua, a partir de la cual se hicieron las diluciones necesarias para cada ensayo. 

OH 

O 
OH 

o 

Figura XIII. Estructura química del NDGA. 

6.3.3 Dimetil tiourea (DMTU). 

La dimetil tiourea (Figura IX) fue elegida como estándar debido a su potente capacidad 

atrapadora de radical OH (WaIter & Shah, 1988), se preparo en una concentración de 0.1 g/mL de 

agua, a partir de la cual se hicieron las diluciones necesarias para cada ensayo. 

Figura IX. Dimetil tiourea 
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6.4 Valoración espectrofotométrica de la capacidad antioxidante. 

6.4.1 Evaluación de la capacidad atrapadora de peróxido de hidrógeno (H2011 por los 

extractos de ajo mediallte el ellSayo de Fi+-naranja de xiLenol (Fe3+-Orange Xylenol; FOX) (Lee & 

Halliwe1l2001; Jiang el al., 1992). 

El ensayo de hierro-naranja de xilenol (FOX) se basa en la oxidación del ion ferroso (Fe2+) por 

el H20 2 a la forma férrica (Fe3+) la cual se une al naranja de xilenol y forma un complejo colorido que 

absorbe a 560 nm (Figura XV). 

+ 

R = (CH~OOHhN (CH2h 

Naranja de xilenol 

---... Complejo colorido 
(560 nm) 

(A) 

(B) 

Figura XV. (A) Oxidación del ion ferroso por el H20 2. (B) Formación del complejo por el Fe + 

y el naranja de xilenol. 

Para determinar la capacidad antioxidante de cada una de las muestras, fue necesario incubarlas 

en presencia de una concentración conocida de H20 2 (se usó el estándar 50 JlM, para diluirlo 1:2 con 

las diferentes concentraciones de las muestras, por lo tanto la concentración inicial de H20 2 en el 

ensayo será de 25 JlM en el caso del blanco (agua:H20 2 50 JlM). Después de la incubación (60 

segundos) se midió la cantidad de H20 2 remanente, es decir, la cantidad de H20 2 que la muestra (EAC, 

EAEsc, EAM y piruvato) no fue capaz de atrapar en cada uno de los tubos mediante el siguiente 

procedimiento: 
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Se prepararon estándares de H20 2 (Tabla IV) y el ensayo de FOX se hizo de la siguiente 

manera: 

Tabla IV. Curva estándar de H20 2* 
Estándar Blanco 1 2 3 4 5 6 

[H20 2] , ~ O 2.5 5 10 25 50 75 

* Los estándares de H20 2 se prepararon a partir de una solución "stock" de H20 2 200 ¡.tM. 

En tubos Eppendorf se adicionaron las cantidades indicadas en la tabla V. 

Tabla V. Ensayo de FOX, detección del HzOz remanente. 

Reactivos * Referencia Muestra Curva 

MeOH 10 ¡.tI 101·tI 10 ¡.tI 

Reactivo de FOX 900 ¡.tI 900 111 900 111 

Estándar H20 2 ------ ----- 90 ¡.tI 

Agua / H20 2 90 ¡.tI ----- ... -----

Muestra / H20 2 -------- 90 111 ------

*el tubo referencia, es la concentración máxima de H202 presente en el ensayo en ausencia de 

muestra (aproximadamente 25 ¡.tM). 

Una vez terminada dicha operación se incubó a temperatura ambiente por 30 minutos, tiempo 

suficiente para asegurar la formación del complejo entre el Fe3
+ -naranja de xil~no1. Después se midió 

la absorbancia a 560 nm vs la curva estándar. 

A partir de la curva estándar se determinó la cantidad de H20 2 remanente presente en cada uno 

de los tubos de las muestras. Los datos de absorbancia fueron convertidos en % tomando como 100% 

el dato de absorbancia del tubo referencia, la operación que se realizó fue multiplicar el valor de la 

absorbancia de cada una de las muestras por 100 y dividir entre el valor de absorbancia del tubo 

referencia. Una vez obtenido este dato, se calculó el % capacidad de atrapamiento de H20 2 de cada una 

de las concentraciones de los tres extractos de aj o y el piruvato restando a 100 el valor obtenido 

anteriormente. 
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En el panel A, figuras XIV, XVI Y VXIII se observan las graficas donde se representa la 

relación % capacidad de atrapamiento vs concentración (mglmL) de los extractos de ajo y el estándar, 

en el eje de las abscisas los valores se muestran como logaritmo de la concentración, lo que nos 

permitió ilustrar en una escala más adecuada la capacidad de atrapamiento de las muestras, dicha 

estrategia fue necesaria debido a que los valores de concentración van de J..lglmL a mg/mL. 

Para comparar cuantitativamente la actividad atrapadora de hi.s muestras frente a una 

concentración constante y conocida de H20 2, se determinó la CIso definida como la cantidad de muestra 

necesaria para atrapar el 50% de la concentración presente de H20 2 in vi/ro. 

Este valor se determinó mediante el método de mínimos cuadrados en el cual se grafica el log 

de la concentración vs el % capacidad de atrapamiento, la pendiente de la recta resultante es el valor de 

la CIso. Se graficaron sólo los valores que permitían obtener un coeficiente de correlación ::,:0.8. 

La preparación de soluciones se muestra en el Apéndice. 

36 



6.4.2 Capacidad atrapadora de anión superóxido (On por los extractos de ajo a partir del 
sistema xal/tina/xal/tina oxidasa (Murrant & Reid 2001; Bielski el al., 1980; Owen & Johns 1999). 

Este método se basa en la reacción que cataliza la xantina oxidasa, la cual consiste en la 

conversión de la xantina en ácido úrico, con la generación simultanea de anión superóxido (On, el 

cual reduce al NBT formándose el formazán (Figura XVI). 

)Cantina 

"'troa%ld de tetr&zolfo (M8T) formad." 
). 560 nm 

(A) 

Figura XVI. (A) Generación del O2.' y ácido úrico a partir del sistema xantina/xantina oxidasa. 

(B) Reducción del NBT por el O2''. 

Debido a que el formazán es un compuesto colorido que presenta su máxima absorbancia a 

560 nm se aprovecha esta característica para cuantificar indirectamente al O2.' presente en una muestra. 

Para probar que el NDGA y los extractos de ajo tienen actividad atrapadora sobre el 02" y no 

que eviten la formación de este inhibiendo a la xantina oxidasa, también fue necesario medir la 

densidad optica a 295 nm que es la longitud de onda máxima a la que absorbe el ácido úrico. 

A continuación se detalla el ensayo: 
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En un tubo de ensayo se adicionaron las cantidades indicadas en la tabla VI, en el orden 

indicado, ya que la reacción se inicia con la adición de la xantina oxidasa. 

Tabla VI. Generación detección de O2' -

Mezcla de reacción 'Referencia Muestra 
Sustrato 800 ¡.tL 800 ¡.tL 
Muestra -------- 100 ¡.tL 

Amortiguador de fosfatos 50 mM 100 ¡.tL --------
Xantina oxidasa (168 UIL) 40 ¡.tL 40Jl:.L 

*el tubo Referencia, es el valor de máxima producción de O2'-, en las condiciones establecidas. 

La composición del sustrato fue la siguiente: 

Xantina 
Carbona~to-d~e--sod~io----------------~~~~~~ 

NBT 
* Los compuestos se disolvieron en amortiguador de fosfatos 50 mM y pH 7.0. 

Se usó un programa de longitud de onda fija, en donde se registraron simultáneamente los 

valores de absorbancia a 560 y 295 nm, cada minuto durante tres minutos. 

Durante el ensayo fue muy importante que el delta de absorbancia por minuto a 560 nm fuese 

de aproximadamente 0.05, ya que esto nos aseguró que la producción de O2'- era constante. En cada 

ensayo el volumen de xantina oxidasa que se añadió se ajusto hasta obtener el valor del delta 

mencionado (se usaron aproximadamente 40 ¡.tL de la solución de xantina oxidasa). 

Una vez obtenidas las absorbancias a 560 nm (formación de formazán) y 295 nm (producción 

de ácido úrico) tanto para el tubo referencia como para cada una de las concentraciones crecientes de 

muestra, se procedió a calcular el % de formazán, lo que es equivalente a el % de producción de O2'- y 

el % de producción de ácido úrico. 

Los datos de absorbancia a 560 nm de cada una de las muestras a las diferentes concentraciones 

fueron convertidos en % de producción de 02·-tomando como 100% el valor de absorbancia a 560 nm 

del tubo referencia, la operación que se realizó fue multiplicar el valor de la absorbancia de cada una de 

las muestras por 100 y dividir entre el valor de absorbancia del tubo referencia. La misma operación se 

realizó para los datos de absorbancia a 295 nm. 
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Una vez conocido el % de producción de O2'' y de ácido úrico el siguiente paso fue calcular el 

% capacidad de atrapamiento de O2'' de cada una de las concentraciones crecientes de los tres extractos 

de ajo y del NDGA para determinar dicho valor se restó a 100 el % de producción de O2'', después se 

determino el valor de la CI50, como se describió en el ensayo anterior. 

La preparación de soluciones se muestra en el Apéndice. 

6.4.3 Evaluación de la capacidad atrapadora de radical hidroxilo (OH') por los extractos de 

ajo a partir del sistema del Fe3
+ -EDTA-H20rdesoxirribosa (Halliwell & Gutteridge, 1992; Halliwell 

& Gutteridge, 1985; Halliwell et al., 1987; Halliwell & Gutteridge, 1981). 

Se usó un sistema generador de OH para determinar la capacidad de atrapamiento de cada 

muestra para este radical. En el ensayo el OH' es generado a partir de la reacción de Fenton (Figura 

XVII; reacción 1), el cual degrada a la desoxirribosa a sustancias como el malondialdehído (reacción 2) 

que bajo calentamiento con ácido tiobarbitúrico (TBA) y a pH ácido, forman un cromógeno rosa 

(reacción 3) que fue medido espectro fotométricamente a 532 nm y cuantificado a partir de una curva 

de tetrametoxipropano. Cuando se agregan atrapadores del OH, estos compiten con la desoxirribosa 

por los radicales producidos y entonces la formación del cromógeno disminuye. La fragmentación de la 

desoxirribosa para producir malondialdehído se inicia solamente por oxidantes fuertes como lo es el 

OH', pero no por el O2'' ni por H20 2 

Fe" + 

CH~~ 
OH 

Desoxlrnbosa 

+ 

+ OH-

Q 

( / ":" " NH 

Q.,J, N · j ·, .. s 
H 

OH' + OH- (1) 

Malondl aldehi do 

___ ... ~ Compuesto colorido 
(532 nm) 

(2) 

( 3) 

ACldü tlobartlltul l(: (J 

Figura XVII. Degradación de la desoxirribosa por el radical OH generado por la reacción de 

Fenton y la posterior detección de las sustancias reactivas al TBA. 
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A continuación se describe el ensayo : 

En un tubo de vidrio de 12 x 75 mm se adicionaron las cantidades indicadas en la tabla VI en el 

orden señalado, ya que la reacción se inicia con la generación de OH' por la reacción de Fenton, donde 

el EDTA y el FeCh son indispensables. 

Tabla VI. Generación de OH' 
[Reactivos 1 en el ensayo 'Referencia (~L) Muestra (~L) 

Ac. Ascórbico 0.2 mM 200 200 
Desoxirribosa 2.8 mM 200 200 

H20 2 1 mM 100 100 
Amortiguador de K2P04 100 mM pH 7.4 300 300 

Muestra ------ 100 
Agua 100 --------

EDTAlFeCh 0.208/0.2 mM 200 200 

*el tubo Referencia, es el valor de máxima producción de OH, en las condiciones establecidas. 

Después de haber terminado dicha operación se incubó durante 1 hora en un baño de agua a 

37°C, 15 minutos antes de cumplirse la hora de incubación se preparó la curva estándar con 

tetrametoxipropano (TMPO) a una concentración de 74 ~M (Tabla VII). 

Tabla VII. Curva estándar de TMPO. 

Estándar Blanco 2 3 4 5 6 

[malondialdehído], nmol O 0.37 0.74 1.48 2.96 7.4 14.8 

La detección de las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBA) se inicia con la adiCión de 

1 mL de la solución de TBAlHC1/OFO al tubo referencia, curva y muestras, después de terminada la 

incubación a 37 oC, posteriormente se incubó por 10 minutos a una temperatura de 97°C en un baño de 

aceite; después se obtuvo la densidad óptica (0.0) a 532 nm vs la curva estándar de 

tetrametoxipropano. A partir de la curva estándar se determinó la cantidad de malondialdehído 

generado por la fragmentación de la desoxirribosa, medida indirecta del OH libre, es decir, del que no 

fue capturado por los tres diferentes extractos de ajo y el estándar (DMTU) y que por lo tanto fue capaz 

de reaccionar con la desoxirribosa. 
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Se probaron concentraciones de los extractos de ajo en un rango de 0.1 a 4.6 mg!mL notando 

que a concentraciones mayores a 2.6 mg!mL la 0 .0 . de los tubos era mayor que la 0 .0. del tubo de 

referencia. Este hecho lo adjudicamos a la presencia de los extractos de ajo ya que el OMTU a 

concentraciones mayores a 2.6 mg!mL no causo este efecto. 

Los datos de absorbancia fueron convertidos en % de producción de OH tomando como 100% 

de producción el dato de absorbancia del tubo referencia, la operación que se realizó fue multiplicar el 

valor de la absorbancia de cada una de las muestras por 100 y dividir entre el valor de absorbancia del 

tubo referencia. Una vez conocido el % de producción de OH en presencia de las diferentes 

concentraciones de los tres extractos de ajo y del OMTU se resto a 100 dicho valor obteniendo el % de 

atrapamiento de OH. 

El % de atrapamiento de OH correspondientes a los extractos de ajo en el mejor de los casos 

alcanzó un 50% por lo que no fue posible continuar con el cálculo de la CIso debido a la falta de datos 

para generar la recta ajustada, entonces la capacidad de atrapamiento se expreso como, el % máximo 

de atrapamiento. 

La preparación de soluciones se muestra en el Apéndice. 
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6.5 Análisis estadístico. 

El análisis estadístico se hizo con el programa de estadística (Graph Pad Prism versión 3.02, 

San Diego, CA, EUA) aplicando un ANOV A paramétrico seguido por el método de Dunnett; en dicho 

análisis se comparó el % de producción de las ERO en presencia de concentraciones crecientes de 

muestra con el % de producción inicial en ausencia de muestra, considerando como diferencia 

significativa una p::::0.05 . Los datos se expresan como promedio ± error estándar CEE). 

La comparación entre estos dos grupos nos permite asegurar que la disminución en el % de 

producción de ERO en presencia de concentraciones crecientes de muestra es significativa, es decir, 

que el EAC, el EAEsc, el EAM y los estándares cada uno por sepa¡'ado presentan actividad 

antioxidante. 

Los valores de la CIso para H20 2, el O2 •• Y el % máximo de atrapamiento para el OH" obtenidos 

para el EAEsc y el EAM fueron comparados con respecto a los valores calculados para el EAC, y así a 

su vez el EAC fue comparado con los estándares, para dicho análisis se aplicó un ANOV A paramétrico 

seguido por comparaciones múltiples por el método de Bonferroni; se consideró como diferencia 

significativa una p::::0.05. Los datos se expresan como promedio ± error estándar CEE). 

El objetivo de comparar los valores de la CIso de los tres extractos de ajo entre sí y con el 

estándar correspondiente, obtenidos para cada ERO, es el de establecer una diferencia significativa 

cuantificable entre la capacidad antioxidante de los extracto donde la alinasa ha sido inactivada con 

respecto a la actividad del extracto donde la alinasa continua activa, que finalmente es lo que nos 

permitió responder a la pregunta que dio origen al presente trabajo "la capacidad antioxidante de los 

extractos de ajo, donde la alinasa ha sido inhibida, se mantiene o disminuye con respecto a la 

capacidad antioxidante del EAC". 
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7. RESULTADOS. 

7.1 Peróxido de hidrógeno. 

El extracto de ajo crudo (EAC), el extracto de ajo en escabeche (EAEsc), el extracto de ajo 

microhorneado (EAM) y el piruvato fueron sometidos a un proceso oxidativo en el cual se evaluó su 

capacidad para atrapar el H20 2. El proceso oxidativo consistió en adicionar una cantidad constante de 

H20 2 (valor de referencia), seguido de la cuantificación del H20 2 remanente al adicionar cantidades 

crecientes (0.1- 4.6 mglmL) de los tres diferentes extractos de ajo y del piruvato, obteniendo en todos 

los casos curvas concentración-respuesta dependiente (Figura XIII). 
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Figura XIII. Efecto de concentraciones crecientes de extracto de ajo crudo (A), extracto de ajo 

en escabeche (B), extracto de ajo microhomeado (C) y del piruvato (D) sobre los niveles de H202. 

Los datos están expresados como promedio ± EE. n = 4. a = p<O.OOI vs valor de referencia. 
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El EAC y el EAEsc mostraron una capacidad de atrapamiento significativa a partir de 0.8 

mglmL (Figura XIII, Panels A y B) mientras que el EAM y el piruvato lo hicieron a una concentración 

de 0.3 mglmL (Figura XIII, Panels C y D). El valor de CIso para el EAC (1.57 mglmL) (Figura XIV, 

Panel B) fue similar al del EAEsc (1.27 mglmL) lo que sugiere que la capacidad para atrapar H202 es 

igual. En contraste, el valor de CIso para el EAM (0.89 mg!mL) fue 1.7 veces más bajo que para el 

EAC indicando que el EAM es 43% más efectivo para atrapar H20 2 que el EAC. El valor de CIso para 

el piruvato (1.08 mg!mL) fue similar al del EAM mientras que para EAC y EAEsc fue 1.4 y 1.2 veces 

menor, respectivamente, lo que indica que el piruvato es 30 y 19% más eficaz para atrapar H20 2 que el 

EAC y EAEsc. 
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Figura XIV. El panel A muestra los porcentajes de atrapamiento de H20 2 de los tres extractos y 

del piruvato. El panel B muestra los valores de la CIso (mglmL). Las letras di ferentes indican diferencia 

significativa donde a = p<O.OOl vs EAC. Los datos están expresados como promedio ± EE. n = 4. 
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7.2 Anión superóxido. 

En la Figura XV se muestra el efecto de los extractos de ajo (Panels A, E Y e ) y del NDGA 

(Panel D) sobre la producción de O2 . y el ácido úrico por el sistema xantina-xantina oxidasa descrito 

previamente (ver métodos). Los datos estan expresados como % de producción de O2'. y ácido úrico, 

barras blancas y negras, respectivamente, y fueron comparadas con el tubo referencia. La presencia de 

los extractos de ajo y NDGA disminuyen la producción de O2 • en una relación dependiente de la 

concentración. 
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Figura Xv. Efecto de concentraciones crecientes de extracto de ajo crudo (A), extracto de ajo 

en escabeche (E), extracto de ajo microhomeado (C) y del NDGA. (D) sobre la generación del anión 

superóxido (On ( O ) y de ácido úrico ( • ) en el sistema xantina-xantina oxidasa. Los datos están 

expresados como promedio ± EE. n = 4. a = p< 0.001 , b = p<0.05 vs valor de referencia. 
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El EAC, EAEsc y EAM (Figura XV; Panels A, B Y C) disminuyeron significativamente la 

producción de O2 - a partir de 0.1, 1 Y 2 mglmL, respectivamente y a O. I )lglmL para el NDGA (Pane! 

D). El EAC y el NDGA (Panel s A y D) fueron incapaces de afectar la producción de ácido úrico 

indicando que la disminución de la producción de O{ fue debida a la acción del EAC y el NDGA y no 

un efecto secundario por la inhibición de la xantina oxidasa. En contraste, e! EAEsc (Panel B) fue 

capaz de disminuir la producción de ácido úrico a las más altas concentraciones: 8, 15 Y 20 mglmL; sin 

embargo la disminución en la producción de O2'- fue claramente más alta que la disminución de la 

producción de ácido úrico indicando que el EAEsc es verdaderamente capaz de atrapar al O{ . 
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Figura XVI. El panel A muestra los porcentajes de atrapamiento de O2 - de los tres extractos y 

del estándar. El panel B muestra los valores de la CIso (mglmL). Las barras con la misma letra no 

muestran diferencia significativa, a = p<O.OO 1 vs b, c. e = p<O.05 vs b. Los datos están expresados 

como promedio ± EE. n = 4. 
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En la Figura XVI, Panel B se muestran los valores de CI50 para el EAC (2.07 mglmL) y EAEsc 

(2.84 mglmL) los cuales no fueron diferente significativamente entre sí, en cuanto al EAM 

(8.18 mglmL) resulto ser 4 veces mayor y el NDGA (0.003 mglmL) 690 veces menor en comparación 

con el CI50 del EAC indicando que (1) la preparación en escabache fue incapaz de afectar la capacidad 

de atrapamiento del EAC, en contraste con el efecto adverso del tratamiento térmico por microondas, 

que redujo en un 75% la capacidad de atrapamiento frente al EAC y (2) que el NDGA es más efectivo 

para atrapar al O2 - que el EAC, EAEsc y EAM. 
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7.3 Radical hidroxilo. 

En la Figura XVII se muestra la capacidad de los extractos de ajo (Panels A, B Y C) Y del 

DMTU (Panel D) para atrapar OH" . La capacidad de los EAC, EAEsc y EAM (Panels A, B Y C) para 

atrapar al OH" fue significativa a partir de 0.1 mg!mL, respectivamente, mientras que para la DMTU 

(Panel D) fue de 0.002 mg!mL. Concentraciones de EAC, EAEsc y EAM mayores a 2.6 mg!mL 

interfieren con el ensayo (valores no mostrados). 
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Figura XVII. Efecto de concentraciones crecientes de extracto de ajo crudo (A), extracto de ajo 

en escabeche (8), extracto de ajo microhomeado (C) y de la DMTU (D) sobre la producción del radical 

OH" . Los datos están expresados como promedio ± EE. n = 4. a = p< 0.001 vs valor de referencia. 
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La comparación de la capacidad de atrapamiento se hizo mediante el % máximo de 

atrapamiento. El valor de % máximo de atrapamiento del EAC (45.83 %) (Figura XVIII, Panel B) fue 

similar al del EAEsc (52.75 %) Y EAM (45.59 %) lo que sugiere que la capacidad para atrapar el OH 

es igual. El % máximo de atrapamiento para la DMTU (97.75 %) fue significativamente más alta que 

los EAC, EAEsc y EAM. Lo que sugiere que la capacidad de atrapamiento del EAC se mantiene a 

pesar del tratamiento térmico por microondas o la preparación en escabeche y que la DMTU es más 

efectiva para atrapar el OH que el EAC, EAEsc y el EAM. 
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8. DISCUSIÓN. 

La observación de que el EAC es capaz de atrapar al OH·, al 1-1202 y a el O2 - (Figura XIV, 

Panel A; Figura XVI, Panel A; Figura XVIII, Panel A), ya había sido reportado en estudios tanto in 

vivo (Pedraza-Chaveni el al., 2001) como in vi/ro (Avila, 2004; Prasad el al., 1996; Kim el al., 2001) 

lo que explica en parte, las propiedades antioxidantes del EAC (Pedraza-Chaverrí el al., 2000a; Sener 

el al., 2003; Rietz el al., 1993; Thabrew el al., 2000; BaneIjee el al., 2002b; Banerjee el al. , 2003a; 

Mukherjee el al., 2002), lo anterior puede deberse al hecho de que la alicina, componente mayoritario 

en el EAC (Block, 1985) tiene propiedades antioxidantes (Prasad el al., 1995; Vimal & Devaki, 2004; 

Astashkin el al., 2003; Mo el al., 2003). 

La capacidad del EAM y del EAEsc para atrapar el OH·, el H20 2 y el O2.- fue preservada 

(Figura XIV, Panel A; Figura XVI, Panel A; Figura XVIII, Panel A), con la siguiente excepción, la 

capacidad del EAM para atrapar el O2.- decreció pero no se eliminó (Figura XVI, Panel B). Estos datos 

sugieren que la propiedad antioxidante del ajo no depende de la actividad de la alinasa, propuesta que 

concuerda con el hecho de que la actividad de la alinasa no esta relacionada con la capacidad del EAC 

para inhibir la lipoperoxidación inducida por Cu2
+ de las LDL (lipoproteínas de baja densidad) en suero 

humano (Pedraza-Chaverrí el al., 2004b). 

El hecho de que el EAM y el EAEsc presenten capacidad de atrapamiento ante el OH" y el H20 2 

pueden ser explicados, en parte, por la observación de que la alina, componente mayoritario en ambos 

extractos, es capaz de atrapar al OH" (Kourounakis & Rekka, 1991) y al H20 2 además de inhibir la 

Iipoperoxidación (Ide el al., 1996) y la oxidación de las LDL (Ho el al. , 2001). 

A pesar de que existen numerosas evidencias que respaldan los resultados obtenidos existen 

reportes en los que se dice que el tratamiento en microondas reduce las propiedades anticancerigenas 

(Song & Milner, 1999) y que el calentamiento de dientes de ajo por 10 mino a 100°C reduce su 

-efectividad ante Helicobacter pylori (Cellini el al., 1996), lo que sugiere que sólo algunas de las 

propiedades características del ajo pueden permanecer sin modificación después de la inhibición de la 

alinasa, como es el caso de su capacidad para atrapar ERO. 
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La eficiencia del EAC fue equiparable a la del piruvato y la DMTU, ya que tan sólo es lA y 2 

veces menor su capacidad para atrapar la especie reactiva correspondiente, por lo que 1.5mg!mL de 

EAC son tan efectivos como 1 mg!mL de piruvato o bien 2.6 mg!mL de EAC tiene una capacidad 

comparable con 1.5 mg!mL de DMTU. Dicha capacidad antioxidante para el EAC también ha sido 

comparada con la vitamina C y la vitamina E y se ha encontrado que 1 mg!mL de EAC es tan efectivo 

como 5.28 mg o 12.9 mg, respectivamente (Popov et al., 1992). 

Como perspectivas su propone estudiar la capacidad del EAC, EAEsc y EAM para atrapar el 

singulete de oxígeno, el peroxinitrito y el ácido hipocloroso, cuya participación es importante en el 

estrés oxidativo (Vaananen et al., 2005; Ding el al., 2005). 
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9. CONCLUSIONES. 

Con base a los resultados obtenidos se llegó a las siguientes conclusiones: 

El presente estudio in vitro sugiere que (1) la capacidad para atrapar las ERO del EAC, el 

EAEsc y el EAM no esta relacionada con la actividad de la alinasa, y que (2) el compuesto o los 

compuestos involucrados en la capacidad antioxidante de los extractos de ajo son estables al 

calentamiento. 
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11. APENDICE. 

11.1 Lista de reactivos, preparación de soluciones y curva estándar, empleados 

en el ensayo Fe3+-naranja de xilenol (FOX). 

LISTA DE REACTIVOS 
Reactivos PM (g/mol) 
Sulfato ferroso amoniacal 392.14 
Naranja de xilenol 760.6 
Hidroxitolueno butilado 220.4 
Metanol grado HPLC 32.04 
Peróxido de hidrógeno 34.01 
Acido sulñuico 98.08 

Preparación de soluciones: 

- Reactivo de FOX (metanol 90%; naranja de xilenol 100 !lM; hidroxitolueno butilado 4 mM Y 

ácido sulfúrico 25 rnM). 

Mezclar 9 volúmenes de reactivo 1 con 1 volumen de reactivo 2. 

Reactivo 1: hidroxitolueno butilado 4 mM. 

Reactivo 2: naranja de xilenol 1 mM Y sulfato ferroso amoniacal 2.56 mM. 

Mezclar todo el volumen de ambos reactivos. 

Curva estándar de peróxido de hidrógeno (B202): 

Para preparar la curva estándar de peróxido de hidrógeno se parte de una solución "stock" de 

peróxido de hidrógeno 200 !lM, solución que se prepara mezclando 2.26 !lL de peróxido de hidrógeno 

al 30% en 99.997 mL de agua. 

Estándar [H20 21 ¡.t.M ¡.tL de H20 2, 200 ¡.tM ¡.tL de H20 
Blanco O O 1000 

l 2.5 12.5 987.5 
2 5 25 975 
3 10 50 950 
4 25 125 875 
5 50 250 750 
6 75 376 624 
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11.2 Lista de reactivos y preparación de soluciones, empleados en el sistema 

xantinalxantina oxidasa. 

LIST A DE REACTIVOS 
Reactivos PM (g/mol) 
Xantina 152.1 

Nitroazul de tetrazolio 817.6 
Bicarbonato de sodio 106.99 

Xantina oxidasa ---
Fosfato de potasio monobásico 136.09 

Fosfato de sodio dibásico 141.96 

Preparación de soluciones: 

- Amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.0 
- Xantina 0.3 mM. 

Colocar 11.4 mg de xantina en un tubo de vidrio de 12 x 75 mm con 2 mL de bicarbonato de sodio 

0.4 M, agitar en vórtex hasta que la xantina se disuelva y por último aforar a 250 mL con H20 . 

- Nitroazul de tetrazolio (NBT) 150 11M. 

Disolver 0.0368 gen 300 mL de agua destilada, Guardar a 4 oC en frasco de vidrio ámbar. 

- Bicarbonato de sodio (Na2C03)0.4 M. 

Disolver 21 .2 g en 500 mL de agua destilada. Guardar en refrigeración. 

- Xantina oxidasa (EC 1.1.3.22) 168 UIL 

La solución de la enzima se prepara dependiendo del número de muestras y de la actividad 

específica reportada en el envase, Ejemplo: La presentación comercial utilizada reporta que 1 mg de 

sólido equivale a 0.06 U: 

0.06 U --------- 1 mg 2800 mg ---------- 1000 rnL 

168 U --------- X = 2800 mg x = 11.2 mg ---------- 4 mL 

Por lo que hay que pesar 11.2 mg de la enzima y disolverla en 4 mL de agua destilada. 
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11.3 Lista de reactivos, preparación de soluciones y curva estándar, empleados en 

el sistema del Fe3+-EDTA-H20rdesoxirribosa. 

LIST A DE REACTIVOS 
Reactivos P.M. (g/mol) 
Acido ascórbico 176.1 
Desoxiribosa 134.1 
Tetrametoxipropano . 164.2 
Deferoxamine mesilada 656.8 
Acido tiobarbitúrico 144.1 
Cloruro ferrico 162.21 
Peróxido de hidrógeno 34.01 
Acido etilendiaminotetracético 372.25 
Acido clorhidrico 36.5 
Fosfato de potasio dibásico 228.23 
Fosfato de potasio monobásico 136.09 

Preparación de soluciones: 

Reactivo TBA I TCA I HCII DFO. 

Disolver 0.1875 mg de ácido tiobarbitúrico (TBA), en 41.5 mL de agua destilada y 1.04 mL de 

HCI concentrado, 30 minutos antes de usar este reactivo añadir 7.5 mL de ácido tricloroacético 

100% (TCA) y 0.033 mg de deferoxamina mesylate (DFO). NOTA: Preparar aproximadamente 2 

horas antes ya que el TBA tarda en disolverse y hay que mantenerlo protegido de la luz. 

Ácido ascórbico .1 mM. 
Disolver 1.67 mg de ácido ascórbico en 10 mL de amortiguador de K2P04 20 mM, pH 7.4. 

Desoxirribosa 2.8 mM. 

Disolver 3.77 mg de desoxirribosa en 10 mL de amortiguador de K2P04 20 mM pH 7.4. 

Peróxido de hidrógeno 10 mM. 

Adicionar 11.33 IlL de H202 al 30% en 9.988 mL de agua destilada. 

EDTAlFeCh 1.04 mMll mM 

Disolver 3.85 mg de EDTA y 1.62 mg de FeCh en 10 mL de amortiguador de K2P04 20 mM pH 
7.4. 
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Curva estándar de tetrametoxipropano (1,1,3,3-tetrametoxipropano (malondialdehído 
bis(dimetill acetal])): 

1) Solución "stock A" de tetrametoxipropano (TMPO) 74.08 mM. 
Adicionar lO ¡..tI de TMPO en 812 ¡..tL de amortiguador de K2PO. 20 mM, pH 7.4. 

2) Solución "stock B" de TMPO 74.08 11M. 
Adicionar lO ¡.ll de sol. "stock A" de TMPO en 9.99 mL de amortiguador de K2P04 20 Mm, pH 7.4 

Para la curva estándar se usará la sol. "stock B" de tetrametoxipropano. 

Estándar nmoles malonaldehído ¡.tI de "stock B" 111 de amortiguador de K2P04 

TMPO 20 mM pH 7.4 
Blanco O O 1000 

I 0.37 10 990 
2 0.74 20 980 
3 1.48 40 960 
4 2.96 80 920 
S 7.40 200 800 
6 14.8 400 600 
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