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(Allium sativum) MACERADO POR 18 SEMANAS EN UN MODELO

Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

EFECTO HIPOTENSOR DEL EXTRACTO DE AJO

EXPERIMENTAL IN VIVO

David Chaupis-Meza'22, Juan Rojas®**, Manuel Gasco*®, Gustavo F. Gonzales*¢

RESUMEN

Objetivos. Determinar si el extracto de ajo (Allium sativum) macerado por 18 semanas tiene igual o mejor efecto
hipotensor que el captopril en ratas. Materiales y métodos. Se realiz6 un estudio experimental in vivo con ratas machos
Holtzman, clasificados en cinco grupos: 100, 500 y 1000 mg/kg de extracto de ajo, Captopril de 100 mg/kg y un grupo
vehiculo. EI L-NAME (N-_-nitro L-arginina-metil-ester) administrado via intraperitoneal 50 mg/kg desde el inicio del
experimento, elevé la presion arterial desde el tercer dia. El andlisis estadistico consistio en las pruebas T de Student
para medias pareadas, ANOVA Yy comparacién multiple de Scheffe. Resultados. El ajo macerado extraido por un proceso
hidroalcohdlico durante 18 semanas provocé una disminucién de la presion arterial en animales de experimentacion. El
analisis de los tratamientos sobre la presion arterial media (PAM), obtuvieron diferencias significativas desde el tercer
dia. La comparacion sobre la PAM final versus PAM basal (medias no diferentes) y el efecto hipotensor (%) fueron:
ajo-100 (p=0,008), 59,8%; ajo-500 (p=0,021), 80,6%; ajo-1000 (p=0,034), 88,5%, Captopril (p=0,437), 99,9% y vehiculo
(p=0,001), 0%. Conclusiones. El ajo macerado a un periodo de 18 semanas resulté eficaz para producir un efecto
hipotensor en ratas, inducidas a hipertension arterial por L-NAME.

Palabras clave: Ajo; Compuestos fendlicos; Enfermedad cronica; Hipertension; Ratas; L-NAME (fuente: DeCS/BIREME).

HYPOTENSIVE EFFECT OF EXTRACT OF MACERATED GARLIC
(Allium sativum) FOR 18 WEEKS IN AN IN VIVO EXPERIMENTAL
MODEL

ABSTRACT

Objectives. Determine whether macerated extract of garlic (Allium sativum) for 18 weeks is equal to or better than
Captopril in its hypotensive effect in rats. Materials and methods. We performed an experimental in vivo study with
Holtzman male rats divided into five groups using 100, 500 and 1,000 mg kg of garlic extract, Captopril 100 mg/kg and
a vehicle group. 50 mg/kg L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl ester) was administered intraperitoneally which elevated
blood pressure after the third day. Statistical analysis consisted of Student’s t-test for paired means, ANOVA and Scheffe
multiple comparison. Results. The macerated garlic extracted by a hydroalcoholic process administered for 18 weeks
resulted in a decrease in blood pressure in experimental animals. In the analysis of treatments on mean arterial pressure
(MAP), significant differences were obtained after the third day. The comparison of the MAP final versus MAP basal (no
difference in averages) and the hypotensive effect (%) were: garlic-100 (p=0.008), 59.8%; ajo-500 (p=0.021), 80.6%;
garlic-1000 (p=0.034), 88.5%; captopril (p=0.437), 99.9%; and vehicle-only (p=0.001), 0%. Conclusions. The macerated
garlic given for an 18-week period effectively produced a hypotensive effect in rats with hypertension induced by L-NAME.

Key words: Garlic; Phenolic compounds; Chronic disease; Hypertension; Rats; L-NAME (source: MeSH/NLM).
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INTRODUCCION

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)
se han constituido en el principal problema de salud
publica a nivel mundial . Se estima que para el
2020 las ECNT causaran el 80% de cargas globales
sanitarias, provocando la muerte de siete de cada diez
personas en paises en vias de desarrollo . Asimismo,
las enfermedades cardiovasculares, entre ellas la
hipertensioén arterial (HTA), presenta aproximadamente
9,4 millones de muertes al afio, mientras que en las
Américas la prevalencia es del 35% ©. En el Peru, la
prevalencia de HTA ascendio de 23,7 a 27,3% “9, en
solo cinco afnos.

El impacto que la HTA genera en la salud de muchas
personas se ve complicado por la falta de conocimiento
que tienen sobre su propia condicion. Actualmente,
solo el 48,2% de personas hipertensas en el Peru
conocen su enfermedad, de estas, el 81,5% recibe
algln tratamiento ®. Pese a existir un elevado control
de la HTA a nivel nacional, la automedicacion sigue
siendo un problema en nuestra poblacién ©. Entre tanto,
existe la demanda por incurrir al disefio de alternativas
terapéuticas mejoradas de bajo costo. En tal sentido, los
productos naturales son comunmente utilizados como
medicina tradicional en diversos lugares del mundo.
Especies como el ajo viene usandose desde tiempos
remotos para reducir la presion arterial @, distintos
estudios aseveran su efecto hipotensor ¢'2),

Se ha explorado la posibilidad de potenciar el efecto
hipotensor del ajo, mediante técnicas de maceracion.
Hoy en dia existen dos técnicas basadas en el tiempo
de maceracion, la primera, denominada extraccion
afieja de ajo (EAA) en un tiempo aproximado de 20
meses a temperatura ambiente, ha sido utilizada
en diversos estudios (¥19; y la segunda técnica,
denominada fermentacién espontanea a corto plazo
(FECP) en un tiempo de 40 dias bajo 60-70 °C (718,
Ambas técnicas se basan en la descomposicion
que sufren los érganos sulfurados del ajo, como la
aliina (compuesto de aminoacidos azufrados) que
al ser triturado se transforma por la alicinasa en
alicina, este inestable componente se descompone
en s-alil-cisteina (SAC) al ser ingerido, ademas la
reaccion tiene como subproducto el acido piravico.
Este ultimo en adicion con el triptéfano, se obtiene
la 1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolina (THBC) ), potente
antioxidante sobre la sintesis de 6xido nitrico (ON)
molécula encargada de conseguir la vasodilatacion
arterial y con ello la disminucién de la presién
sanguinea %, El presente estudio combiné ambas
técnicas de maceracion de ajo, con el objetivo de
evaluar si en un tiempo de 18 semanas tiene igual
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o mejor efecto hipotensor que el captopril. El estudio
fue llevado a cabo en un modelo experimental en
animales, inducidos a hipertension por L-NAME (N--
nitro L-arginina metil éster). Este estudio constituye
una inicial exploracion in vivo.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio realizado de abril de 2012 a agosto de 2013
en las instalaciones de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia en colaboracién técnica con la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos. El disefio fue de tipo
experimental in vivo.

ANIMALES

Se utilizaron ratas adultas machos de la cepa Holtzman
con un peso de 200 = 10 g, obtenidos del bioterio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los animales
de experimentacion fueron agrupadas en cinco jaulas
de siete animales por jaula, a temperatura de 23 °C
con un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 horas. Fueron
alimentadas con Purina® y agua de filtro ad libitum.

PREPARACION DE LA EXTRACCION DE AJO
MACERADO A MEDIANO TIEMPO

Los ajos blancos utilizados en la preparacion del extracto
fueron obtenidos de un proveedor local, procurando
que estén en buenas condiciones. Asimismo, el
Laboratorio de Botanica Aplicada del Departamento de
Ciencias Fisioldgicas y Farmacéuticas de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia identificd la muestra de ajo
como: bulbos de ajos blancos (Allium sativum, familia:
Liliaceae), sin voucher de registro. Para efecto del
estudio solo se utilizaron los bulbos de ajo, siendo estas
las principales partes en donde se obtendria la actividad
bioldgica de este producto.

La preparacion del extracto se hizo sobre la base de la
las técnicas de EAA y FECP. Los ajos (500 g) fueron
suspendidos en una solucion hidroalcohdlica (1500 mL,
al 75%), previamente, fueron pelados y cortados en
rodajas y almacenados por 40 dias a una temperatura
entre 60-70 °C, posterior a ello, se mantuvieron
suspendidos en una maceracion anaerobia por 18
semanas. Al término de la maceracion se procedio
a filtrar la solucion y llevarla a un rotavapor R-114
(BUCHI®, Switzerland) para su extraccion al vacio vy,
finalmente, se logré extraer 855 mg que se mantuvo en
refrigeracion a 4 °C.
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INDUCCION Y TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION
ARTERIAL

Los cinco grupos de ratas tratadas tuvieron el siguiente
orden: Grupo AJO1: extraccion de ajo de 100 mg/kg;
Grupo AJO2: extraccion de ajo de 500 mg/kg; Grupo
AJO3: extraccion de ajo de 1000 mg/kg; Grupo control
positivo: captopril de 100 mg/kg; Grupo control negativo:
vehiculo.

Todos los tratamientos fueron diluidos con 0,2 mL
de dimetilSulfoxido (DMSO), al 50% (vehiculo). El
experimento duré 10 dias, fueron 35 ratas a las que
se les indujo HTA con L-NAME (Sigma®) inyectando
50 mg/kg via intraperitoneal, durante todo el periodo
de experimentacion, siguiendo el método utilizado por
Pereira et al. " y Rojas et al. ??. Los tratamientos con
ajo, captopril y el vehiculo, comenzaron a partir del tercer
dia, siendo administrados por via oral (1 mL) empleando
una sonda orogastrica N.° 18 para la inoculacién.

MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL

La presion arterial fue evaluada mediante la técnica
de tail-cuff (presion arterial indirecta), con el aparato
LE 5002 (Letica®) equipado con un microprocesador,
envuelto en un pequefio brazalete, el cual detecta la
presion de la arteria caudal ubicada en la cola de la rata.
Los animales fueron ubicados dentro de un cepo acrilico,
el cual solo exponia la cola, la cual por conveccién
mediante una camara térmica se pudo vasodilatar por
un promedio de 15 minutos por rata, ello permitié una
adecuada valoracién de las presiones arteriales.

Las evaluaciones se dieron por triplicado por cada rata,
luego se promediaron los resultados obtenidos, dichas
evaluaciones se realizaron durante todo el experimento,
se registraron cinco evaluaciones de la siguiente
manera: DO (basal): primer dia de evaluacion; D2:
tercer dia de evaluacion; D5: sexto dia de evaluacion;
D7: octavo dia de evaluacion; D9 (final): décimo dia de
evaluacion.

Las evaluaciones se llevaron siempre a la misma hora
(09.00 h); antes de cualquier induccion y/o inoculacion se
procuraba que los animales estén lo menos estresados.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos son presentados segin su escala de
medicién: como media y desviacién estandar (DE), para
valores en la escala de razon. Luego de determinar los
supuestos estadisticos (prueba de Shapiro Wilk para
comprobar la distribucion normal, prueba de Bartlett
para la homogeneidad y una prueba de aleatoriedad),

se procedié a utilizar el analisis de varianzas de una via
(ANOVA) y una prueba de comparacién multiple como
Scheffe. Se decidié utilizar la prueba T pareada para
determinar los resultados de la presion arterial media
(final versus basal); asimismo, se utilizaron promedios
porcentuales para una mejor descripcion de los
resultados. La férmula que se utiliz6 para determinar el
efecto hipotensor, fue la siguiente: efecto hipotensor (%)
=(Cp—Tp)/Cp x 100. Donde Cp determina el promedio
de las diferencias del grupo vehiculo, es decir PAM final
— PAM basal, asimismo, Tp se trata del promedio de las
diferencias de cada grupo de ajo afejado y captopril.
Los resultados fueron analizados utilizando el paquete
estadistico Stata version 12.

ASPECTOS ETICOS

Al final del estudio los animales, fueron sacrificados
con una sobredosis de pentobarbital sédico. Los
experimentos llevados a cabo en los animales estuvieron
sujetos a la “Guide for the care and use of laboratory
animals» de la National Institutes of Health de los
Estados Unidos ©®. El Comité Institucional de Etica en
Animales, de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
aprobo el presente estudio.

RESULTADOS

El tratamiento con L-NAME generé un incremento
sustancial sobre la presion arterial, lo cual se logro
evidenciar al tercer dia de evaluacion. Durante el
tiempo del tratamiento no presentaron ningin tipo de
reacciones adversas, ni se produjeron decesos en los
animales.

Los hallazgos mostraron que los tratamientos en base a
ajo lograron reducir la presion arterial, en comparacion
con el farmaco estandar captopril y el vehiculo. Esto se
presenci6 en los distintos tipos de presiones registradas
como la presion arterial sistolica (PS), presion arterial
diastdlica (PD) y la presion arterial media (PAM), para
cada grupo de tratamiento, evidenciado a partir del
tercer dia, asimismo, se encontrd relacion con el dia
en que se empezaron los tratamientos. Sin embargo,
dichas diferencias parecen no presentarse en todos
los grupos con respecto al vehiculo, ya que al realizar
una prueba de comparacién multiple de Scheffe se
pudo demostrar que las diferencias entre los grupos de
interés contra el grupo vehiculo resultaron significativos
a partir del dia 7 (p>0,05), el grupo captopril adquirid
diferencia significativa versus el grupo vehiculo desde el dia
5 (p<0,05). Finalmente, el grupo de ajo 1000 mg/kg frente al
grupo captopril no obtuvieron diferencias significativas
(Tabla 1).
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Tabla 1. Variacion de las presiones arteriales, segun dia de tratamiento

Tratamiento

Presion sistélica

Presion diastélica

Presién arterial media

segln dia (media + DE)* (media £ DE)* (mediana + DI)**
Ajo 100
Dia 0 125,37 £ 5,29 92,60 + 3,96 104,27 +£1,87
Dia 2f 170,66 + 2,89 112,26 + 8,67 129,40 £ 2,15
Dia 5 171,94 £ 3,29 116,11 £ 8,01° 135,07 £ 1,72°
Dia 7 154,97 £ 3,992° 117,46 + 4,902 129,33 + 1,482°
Dia 9 145,03 £ 5,762° 114,89 + 6,132 123,33 + 3,902
Ajo 500
Dia 0 129,29 £ 6,18 96,57 + 9,07 105,67 + 4,30
Dia 27 170,14 £ 4,18 107,97 £ 4,24 128,80 £ 1,53
Dia 5 164,57 £ 1,57 114,17 £ 3,98 131,93 £ 1,07
Dia7 140,80 * 3,75° 116,17 + 3,822 123,40 + 1,95°
Dia 9 135,66 + 1,97 2P 104,71 £ 2,402° 114,87 + 0,802
Ajo 1000
Dia 0 124,26 + 5,22 89,77 + 6,86 101,53 £ 1,32
Dia 2f 162,63 + 2,78 113,43 + 5,56 128,73 £ 1,65
Dia 5 158,43 £ 7,71 117,63 £ 6,10 131,27 £4,10
Dia 7 137,80 + 6,87 111,94 + 6,51 119,40 £ 1,172
Dia 9 132,69 £ 1,622 94,20 + 2,652 107,00 + 0,972
Captopril
Dia 0 122,46 + 10,34 90,66 + 8,61 103,27 + 3,80
Dia 27 160,91 £ 2,22 112,00 + 4,89 127,80 £ 1,13
Dia 5 157,83 £ 6,692 112,09 + 1,112 128,07 + 0,832
Dia7 135,71 £ 1,772 108,89 + 4,222 116,80 + 1,872
Dia 9 128,83 + 3,722 90,57 + 2,072 103,33 + 1,522
Vehiculo
Dia 0 121,91 £ 8,75 92,77 + 2,98 101,13 £ 3,08
Dia 2f 170,00 + 1,53 109,60 + 4,25 129,87 £ 1,62
Dia 5 179,69 + 4,40 113,86 + 3,90 136,27 £ 1,43
Dia 7 186,89 + 2,59 118,09 + 11,10 141,53 £ 6,02
Dia 9 186,14 + 4,02 129,74 + 4,26 148,53 + 1,27

*(media *+ Desviacion Estandar), **(mediana + Desviacion Intercuartil), T Dia de inicio de tratamiento
2 p< 0,05, con respecto al vehiculo, ® p<0,05, con respecto al grupo Captopril.

Los promedios porcentuales hallados para el efecto
hipotensor haciendo comparaciones de medias entre
muestras pareadas (Dia 0 y Dia D9) de cada tratamiento,
fueron: ajo de 100 mg/kg igual a 53,5% (p=0,01); ajo de
500 mg/kg igual a 83,6% (p=0,02); ajo de 1000 mg/kg
igual a 87,5% (p=0,03); captopril de 100 mg/kg igual a
92,5% (p=0,43); vehiculo igual a 0% (p=0,01).

DISCUSION

Los resultados del estudio permiten evidenciar el
efecto hipotensor del ajo macerado a mediano tiempo,
en distintas dosis de evaluacion. De tal manera, el
incremento en la dosificacion de los tratamientos basados
en ajo produce una mayor respuesta hipotensora tan
cercano al efecto alcanzado por el farmaco estandar
captopril.
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Segunotros estudios, existiriala presencia de metabolitos
implicados en el efectos hipotensor tal como la THRCs,
hallada en un estudio realizado por Ichikawa et al. en
el 2006 (9, demostrando ser un potente antioxidante al
actuar como secuestrador de radicales libres. Esto lo
confirman estudios previos (192025 estableciendo con
ello su reconocida actividad hipotensora, actividad que
parece ser potenciada por el proceso de maceracion
del extracto de ajo. La demanda de tiempo implica
mayores costos en la produccion del extracto, tiempo
que pretendié ser mejorado en este estudio.

La necesidad de reducir el tiempo de maceracion de la
extraccion de ajo fue descrita por Sato et al. 7'®, en
donde expone que durante 40 dias se pudo obtener
metabolitos inherentes a su actividad antioxidante,
mediante su técnica de fermentacion espontanea,
metabolitos derivados de la THBCs, como la metil-
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1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolina-3-acido-carboxilico
(MTCC) sintetizada a partir del acetaldehido. Pese a
que con este método no se ha determinado el efecto
hipotensor in vivo, deja en claro la participacion como
secuestrador de radicales libres.

Indiscutiblemente, la propiedades ejercidas por el ajo
sobre la presion arterial son atribuidas a la presencia
de érganos sulfurados; en tal sentido, Asdaq y Inamda
2010 @, demostraron una mejor eficacia terapéutica
sobre la HTA al combinar ajo fresco con captopril que al
serlo unicamente con SAC mas captopril. En correlacion
con el presente estudio, se puede manifestar que
cuando aumenta el tiempo de maceracion del ajo se
incrementa sus propiedades antioxidantes tanto como
hipotensoras.

Aunque existen diversos métodos de procesamiento del
ajo (fresco, calentado y afiejado), parece que la diferencia
entre estos métodos se basa en la cantidad de compuestos
fendlicos, asi como su bioestabilidad @” y repercusion
clinica . Por ello, se recomienda un tratado adecuado
combinando dichas técnicas de preparacion @9, asi
como evitar la biodegeneracién por altas temperaturas,
por lo tanto, un debido proceso de calentamiento y
macerado podria incurrir en mejorar la cantidad de
compuestos bioactivos y las propiedades antioxidantes
e hipotensoras del ajo.

El estudio presenta algunas limitaciones que deben
considerarse al momento de su replicacién. Entre las
principales se puede mencionar las siguientes: la falta de
analisis quimico mediante un marcador como principal
indicador para la presencia de actividad hipotensora en
el extracto de ajo afiejado a mediano tiempo; el numero
de animales cumple un papel importante para extrapolar
debidamente los resultados obtenidos a partir de la
muestra y, por ultimo, el corto periodo de evaluacion
que en el presente estudio fue de 10 dias; se presume
que con un tiempo mayor o igual a 15 dias el efecto
hipotensor del ajo podria haber superado al del captopril.
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Se recomienda explorar nuevas alternativas de
técnicas de procesamiento del ajo, combinando los
métodos antes descritos. Es lo que se pretendié en este
estudio, empero, se debera tener en cuenta superar
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terapéuticos del ajo. Pese a ser el presente estudio
una inicial exploracion in vivo, se deben continuar los
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como base de futuros estudios.

Se concluye que el proceso de extraccion del ajo en un
plazo de 18 semanas de maceracién en una dosis de
1000 mg/kg logra presentar una significativa reduccién
de la presion arterial en ratas con HTA por L-NAME, en
un periodo de 10 dias de tratamiento, siendo la Unica
dosis tratada que no se evidencia diferencia significativa
con el grupo captopril. En tal sentido, la dosis de 1000
mg/kg de extraccion de ajo a mediano plazo logra igualar
los efectos hipotensores obtenidos en el grupo captopril.
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