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“También el que los medicamentos aplicados sobre el exterior ejerzan en el
interior su poder, como si hubiesen sido ingeridos, es consecuencia de lo
mismo: la coloquinta y los áloes sueltan el vientre, y las cantáridas mueven
la orina; el ajo aplicado con vendas sobre los pies ayuda a expectorar; los
cordiales fortifican, y de este modo obran una infinidad de sustancias. Por
lo mismo, no sin razón puede decirse que las venas, por intermedio de sus
orificios inmediatos al exterior, son las que los absorben y junto con la
sangre los transportan al interior, de un modo que en nada difiere del que
las venas del mesenterio emplean para chupar el quilo del intestino y
llevarlo mezclado con la sangre del hígado…” 
 
      Gvilielmi Harvei Angli, 1628 
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Según la Organización Mundial de la Salud, las enfermedades cardiovasculares 

constituyen una de las principales causas de morbi-mortalidad en el mundo occidental. 

Entre estas enfermedades se encuentra la aterosclerosis caracterizada por un deterioro 

progresivo de las arterias grandes o de capacitancia. En los pacientes afectados, estas 

lesiones están compuestas de células musculares lisas, matriz extracelular procedente de 

estas células, cantidades variables de lípidos y menor número de macrófagos/monocitos 

(Ross, 1993, 1999). 

 

La elevada concentración plasmática de colesterol, especialmente de 

lipoproteínas de baja densidad (LDL), se considera como el primer gran paso que 

conduce al desarrollo de la aterosclerosis (Steinberg y cols., 1989; Witztum, 1994). Por 

otra parte, hay claras evidencias de que la relajación mediada por el factor derivado de 

endotelio, óxido nítrico (NO), está disminuida en arterias procedentes de animales 

hipercolesterolémicos y ateroscleróticos (Verbeuren y cols., 1986; Shimokawa y 

Vanhoutte,1989b). 

 

 El ajo (Allium sativum L.) ha sido ampliamente usado durante años no sólo 

como condimento sino también como medicina popular. Sus conocidos efectos 

beneficiosos incluyen una acción antimicrobiana (Cellini y cols., 1996), antitrombótica 

(Bordia y cols., 1996), antihipertensiva (McMahon y Vargas, 1993; Fallon y cols., 

1998; Al-Qattan y cols., 1999; Ali y cols., 2000b), antihiperlipidémica (Eilat y cols., 

1995; Ismail y cols., 1999) e inhibición de la proliferación celular (Lee y cols., 1994; 

Orekov y cols., 1995; Knowles y Milner, 2000). El ajo también activa la síntesis de 

NO en homogenizado celular (Das y cols., 1995 a y b) y diversos investigadores han 

demostrado que el ajo es un potente vasodilatador (Siegel y cols., 1991; Siegel y cols., 

1999). 

 

Sin embargo, otros investigadores han demostrado un mecanismo dual del 

ajo. Fallon y cols. en 1998, demostraron que el extracto acuoso de ajo usado en su 

estudio, causaba una relajación dosis-dependiente en arteria pulmonar, tanto en 

presencia como en ausencia de inhibidores de la enzima óxido nítrico sintasa, y en 
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arterias con o sin endotelio, si bien, en presencia de L-NAME (inhibidor de la oxido 

nítrico sintasa) o en arterias sin endotelio, la relajación obtenida era menor. Lo que 

demostraba que el principal efecto del ajo sobre el músculo liso vascular estaba 

mediado por la producción de óxido nítrico en las células endoteliales, pero que sin 

embargo, existía también un efecto directo sobre las células del músculo liso 

vascular. Este descubrimiento, coincide con estudios que demuestran que el ajo 

puede producir vasodilatación vía hiperpolarización de la membrana de las células 

musculares lisas y/o inhibición de la apertura de los canales de calcio (Siegel y cols., 

1992). 

 

Sin embargo, existe una gran controversia acerca de las propiedades 

farmacológicas del ajo, siendo sus efectos muy diferentes dependiendo de la 

composición del extracto utilizado, y su forma de elaboración. 

 

En esta tesis doctoral nos propusimos como objetivos: 

  

1.- Comprobar los posibles efectos beneficiosos en un estudio crónico ex vivo de 

diferentes extractos y fracciones de ajo sobre la alteración de la respuesta vascular que 

se produce en ratas alimentadas durante 4 meses con una dieta rica en colesterol, así 

como estudiar los posibles efectos sobre los niveles plasmáticos de colesterol y si existe 

alguna relación entre ambos. 

 

2.- Elucidar un posible mecanismo de acción de las fracciones y extractos estudiados 

realizando un estudio in vitro. 

 

3.- Estudiar en cultivo celular el posible efecto antiproliferativo de las fracciones y 

extractos de ajo estudiados sobre células musculares lisas procedentes de aorta de rata. 
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I.-  EL AJO  
  

  
I.1.- HISTORIA  

 
El ajo, perteneciente al mismo grupo de plantas de la cebolla, es de tal 

antigüedad que es difícil saber con certeza su país de origen. De Candolle, en su tratado 

“Origen de las plantas cultivadas” de 1896, consideró que fue aparentemente indígeno 

del sudoeste de Siberia, desde donde se extendió al sur de Europa, donde se aclimató. Es 

ampliamente cultivado en los países latinos del mediterráneo. Alejandro Dumas 

describió el aire de Provenza como “ particularmente perfumado por la refinada 

esencia de ese mítico y atractivo bulbo”. 

 

Las propiedades medicinales del ajo (Allium sativum), se conocen desde la 

antigüedad (Harris, 1995). Chinos y Egipcios ya lo utilizaban en la más remota 

antigüedad: Alimentaban con ajos a los esclavos que construían las pirámides porque 

creían que el ajo les aportaba energía. También se empleaba en el proceso de 

momificación y como moneda. El naturalista romano Plinio “el viejo” citó numerosos 

usos terapéuticos del ajo y la cebolla que eran invocados como deidades por los 

Egipcios  en la toma de juramentos. En el año 1550 a.C. se dan recetas curativas en el 

papiro egipcio de Ebbers. Este papiro incluye 800 fórmulas magistrales de las cuales 22 

hacen referencia al ajo. Se recomienda contra las infecciones, los tumores, 

enfermedades cardiacas, dolores de cabeza, mordiscos y parásitos intestinales. 

 

Fue más tarde comida habitual de los trabajadores y soldados romanos. Celso, 

un famoso médico romano, lo utilizaba contra la desnutrición y en fiebres intermitentes 

antes de la subida de ésta. Sin embargo, fue rechazado por la clase alta por su fuerte 

olor. Tanto Hipócrates como Dioscórides mencionaron su importancia para la medicina. 

En Grecia y en Roma se consideró un potente afrodisíaco. Los antiguos griegos lo 

colocaban sobre montones de piedras en los cruces de caminos como ofrenda a Hécate. 

Sin embargo, Horacio hizo constar su  desprecio por el ajo cuyo olor consideraba un 

signo de vulgaridad. Entre los antiguos griegos aquel que tomaba parte de él no se le 

permitía su entrada en los templos de Cibele. Homero, sin embargo, relata cómo gracias 
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a las virtudes del “ajo amarillo” Ulises escapó de ser convertido por Circe en un cerdo, 

como el resto de sus compañeros. 

 

 En la época medieval se usó el ajo para librarse de brujas, vampiros y malos 

espíritus. El ajo es mencionado en numerosos  vocabularios antiguos ingleses de plantas 

desde el siglo X hasta el XV, y es descrito por los herbolistas del siglo XVI desde 

Turner  (1548) en adelante.  

 

También fue conocido en la Inglaterra del siglo XVI, y mencionado en las obras 

de Shakespeare. Muchos escritores alaban al ajo como medicina, aunque otros son 

escépticos respecto a sus poderes. Plinio dio una larga lista de razones  en la que el ajo 

era considerado beneficioso y  Galeno lo elogia como “terapia rústica” o “cura-todo”.  

 

En el siglo XIX durante la lucha Argentina por la independencia, San Martín 

observó que la administración de ajo a sus soldados mientras cruzaban los Alpes, 

contrarrestaba los efectos de la altitud (Harris, 1995). También Luis Pasteur en 1858 

habla de las propiedades antibacterianas del ajo.  

 

Un escritor del siglo XX -Alexander Neckman- lo recomienda como un paliativo 

para las posibles insolaciones en los campos de trabajo, y en un libro de viaje escrito por 

Mountstuart Elphinstone hace cien años dice que  “la gente en lugares donde el Simun 

(viento del desierto) es frecuente, come ajo y frota sus labios y su nariz con él cuando 

salen al calor del verano para prevenir el sufrimiento del Simun”  

 

El aceite volátil del ajo tiene propiedades antisépticas que previenen la 

formación de bacterias, así como propiedades curativas de infecciones del intestino. En 

las ciudades donde el tifus y el cólera son endémicos, casi toda la población añade 

pequeñas cantidades de ajo a su comida como medida preventiva. 
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Durante la II Guerra Mundial se repartía a los soldados para que tuvieran un 

remedio contra las heridas. Hay una curiosa superstición en algunas partes de Europa: si 

un bocado del bulbo es masticado por un hombre que corre una carrera evitará que sus 

competidores le adelanten. Así algunos jockeys Húngaros sujetan un diente de ajo al 

bocado de sus caballos en la creencia de que cualquier otro caballo que corra cerca caerá 

al oler el ofensivo olor. 

 

El nombre del ajo (garlic) tiene un origen anglosajón, derivando de gar (lanza) y 

de leac (planta), en referencia a la forma de sus hojas. El nombre botánico es Allium 

sativum que deriva de la palabra Céltica al que significa áspero o abrasivo, y de sativum 

que significa plantado, cultivado o sembrado. 

 

I.2.- DESCRIPCIÓN 

 

Perteneciente a la familia de las Liliáceas, el ajo es una planta herbácea que 

puede alcanzar una altura de unos setenta centímetros. La planta está provista de un 

bulbo generalmente prolifero, formado a su vez por otros pequeños bulbos o dientes, 

cubiertos de una membrana de color blanquecino. El olor característico está presente en 

toda la planta, pero es más intenso en el bulbo. Las flores reunidas en umbela son 

blanco-verdosas y la floración tiene lugar de junio a julio.  Las hojas son largas, 

estrechas y planas. El fruto es una pequeña cápsula (Figura 1). 

 

El ajo ha sido cultivado durante tantos siglos que es dudoso que se pueda 

encontrar creciendo de forma salvaje, excepto aquellos que se hayan “escapado”  de 

alguna zona de cultivo. Aunque sólo el ajo cultivado es usado por sus propiedades 

medicinales, todas las demás variedades tienen propiedades similares en un mayor ó 

menor grado: 
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- Allium vineale: Son frecuentes en los pastos, que al ser ingeridos por las 

vacas comunican su sabor rancio a la leche y la mantequilla. Sus bulbos son 

muy pequeños. 

- Allium ursinum: Crecen en bosques y tienen un sabor y olor acre. También 

posee bulbos muy pequeños. 

- Allium oleraceum: Es una planta rara. Tanto esta especie como  Allium 

vineale se usan ocasionalmente como condimentos. 

- Existen algunas especies de Allium que crecen en jardines, con flores  de olor 

agradable (A. Odorum y A. Fragans), pero son excepcionales, e incluso éstas 

tienen aroma a ajo en sus hojas y raíces. 

 

 

                  
                          

                                    Figura 1.- Allium sativum
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     Antitrombótico      Hipolipemiante      Anticancerígeno 

          Aliina 

          Alicina 

Dialil disulfuro 

Dialilo trisulfuro 

Metil alil trisulfuro 

        1,5-Hexadienil trisulfuro 

  2-vinil-1,3-ditieno 

  3-vinil-1,2-ditieno 

      S-alil-2-propeno tiosulfinato 

Alil-1,5-hexadienil trisulfuro 

Ajoene 

(-)-N-(1’-deoxi-1’-β-D-

fructopiranosil)-S-alil-L-

cisteinsulfóxido 

        Adenosina 

 

Inhibidores específicos de enzimas: 

Inhibidor de Adenosin desaminasa 

Inhibidor de AMPc fosfodiesterasa 

Aliina 

Alicina 

Dialil disulfuro 

Dialil trisulfuro 

Alil propil disulfuro 

Sulfóxido de S-metil 

cisteína  

Ajoene 

Aliina 

Alicina 

Dialil disulfuro 

Dialil trisulfuro 

Dimetil trisulfuro 

Dipropil disulfuro 

      Alil mercaptano 

        S-alil cisteína 

Alil propil disulfuro 

Dialil sulfuro 

Ajoene 

Dimetil disulfuro       

Alixina 

 

 

Tabla 1.-  Efectos más significativos de los diferentes componentes del ajo 
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I.4.- ACCIONES FARMACOLÓGICAS DEL AJO 

 
Además de su utilización como condimento, el ajo (Allium sativum), es usado 

desde la antigüedad por sus propiedades nutritivas y farmacológicas (Abdullah y 

cols., 1988). Sus estudiados efectos beneficiosos incluyen entre otros efectos 

antioxidantes (Yamasaki y cols., 1994), antifúngicos (Ghannoum, 1990), 

propiedades antibacterianas (Nagai, 1973; Kumar y Berwal., 1998), supresión de 

tumores (Surh y cols., 1999), propiedades hipoglucémicas (Bordia y Bansal, 1973; 

Ahmed y Sharma, 1997) y prevención de enfermedades cardiovasculares. 

 

Algunos datos experimentales y clínicos sugieren que una dieta rica en ajo 

produce un efecto antiaterogénico que es debido predominantemente a su acción sobre 

los factores de riesgo cardiovasculares: Ha sido demostrado que el ajo altera los lípidos 

sanguíneos (Bordia y cols., 1987; Lau y cols., 1987; Phelps y Harris, 1993; Ali y cols., 

2000b) así como la oxidación de las LDL, disminuye la coagulación de la sangre 

(Legnani y cols., 1993; Rahman y Billington, 2000), produce hipotensión (Martin y 

cols., 1992; Al-Qattan y cols., 1999; Ali y cols., 2000b), e inhibe la proliferación 

celular (Lee y cols., 1994; Orekov y cols., 1995).  

 

I.4.1.- EFECTO DEL AJO SOBRE LOS FACTORES DE RIESGO EN LA 

ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR  

 

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en Europa, 

Estados Unidos y Japón. La enfermedad coronaria cardíaca, la más común de las 

enfermedades cardiovasculares, es causada por la obstrucción de las arterias con 

depósitos grasos y coágulos sanguíneos.  Uno de los factores de riesgo para  el ataque 

cardíaco y el infarto cerebral son los altos niveles de colesterol y triglicéridos en 

sangre. Esto se confirma con el famoso estudio del corazón de Framingham que 

mostró que las personas con un nivel de colesterol por debajo de 150 mg/dl no 

sufrían ataques cardíacos (Castelli, 1984). De hecho, los porcentajes de muerte por 
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enfermedades cardiovasculares aumenta por encima de valores de colesterol de 168 

mg/dl (Stamler y cols., 1986).  

 

I.4.1.A.- Efecto sobre los lípidos sanguíneos 

 

Existe una gran controversia sobre la existencia de propiedades beneficiosas del 

ajo sobre los niveles de colesterol. Mientras que muchos autores han demostrado los 

efectos antilipidémicos del ajo en estudios llevados a cabo en humanos (Arora y Arora, 

1981; Bordia, 1981; Lau y cols., 1987; Zimmerman y Zimmerman, 1990; Jain y cols., 

1993), así como en animales, incluyendo ratas (Augusti y  Mathew., 1973; Chang y 

Johnson, 1980; Chi, 1982; Chi y cols., 1982; Ali y cols., 2000b), conejos (Bordia y 

cols., 1975; Bordia y Verma, 1980; Ismail y cols., 1999), pollos (Qureshi y cols., 1983 a 

y b) y cerdos (Qureshi y cols., 1987), otros son más escépticos a la hora de afirmar esto 

(Isaacsohn y cols., 1998; Byrne y cols., 1999). Estos resultados inconstantes reflejan 

variaciones en el diseño del protocolo de estudio, en las dosis utilizadas, el modelo y la 

preparación de ajo utilizada. 

 

 Como se mencionó anteriormente, el ajo contiene una gran variedad de 

componentes azufrados, además de aminoácidos, vitaminas y minerales (Block, 1985). 

Aunque algunos de estos componentes azufrados, como la alicina, el sulfóxido de S-

metilcisteína y el sulfóxido de S-alilcisteína reducen los niveles de colesterol en el 

hígado y el plasma (Chi y cols., 1982), no se conocen con certeza el principio o los 

principios responsable/s de la acción hipolipidémica. 

 

Bordia y cols. en 1975 y 1977, demostraron que el ajo (1g/Kg/día) disminuye el 

colesterol sérico y el fibrinógeno plasmático en sujetos normales alimentados con una 

dieta rica en colesterol (0.2g colesterol/Kg/día), mientras que en pacientes con 

enfermedad coronaria, el ajo aumenta la actividad fibrinolítica pero no tiene efectos 

sobre los niveles de colesterol. De cualquier forma, se ha observado una disminución de 

los niveles plasmáticos de LDL, VLDL, triglicéridos y un aumento de las HDL 

plasmáticas en pacientes hiperlipidémicos alimentados con un suplemento de ajo 
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(2g/Kg/día) (Bordia y Verma, 1978, 1980), con una disminución de la susceptibilidad a 

la oxidación de lipoproteínas (Phelps y Harris, 1993).  

 

El ajo, disminuye el colesterol y los triglicéridos de la sangre, que 

contribuyen a la aterosclerosis (Lau y cols., 1983; Lau y cols., 1987, Mader, 1990). 

La incubación de cultivos primarios de hepatocitos de rata con un extracto 

modificado de ajo sin olor, inhibieron la cantidad de [14C] acetato y  [3H] glicerol 

incorporada al colesterol, ácidos grasos y glicerol comparado con el grupo control, 

sugiriendo que el efecto hipocolesterolémico del extracto de ajo se debía a una 

disminución de la colesterogénesis hepática (Yeh y Yeh, 1994). 

 

También se ha observado la supresión de la síntesis de colesterol al inhibir la 

HMG CoA reductasa, en conejos alimentados con ajo (Gebhardt, 1991), así como un 

aumento de la excreción intestinal de los productos finales de degradación de los lípidos 

(sales biliares) debido al ajo, observado en ratas (Chi y cols., 1982). 

  

Lau y cols. (1987) estudiaron también un extracto modificado de ajo sin olor, 

demostrando que su administración producía en los pacientes hipercolesterolémicos 

un aumento inicial de los niveles séricos de colesterol y triglicéridos seguida de una 

disminución de los mismos a partir del tercer mes de tratamiento, aproximándose a  

niveles normales a partir del sexto mes. Esto también fue demostrado en animales de 

experimentación (Bordia y cols., 1987; Gebhardt, 1993). En contraste, un tratamiento 

a corto plazo (6 semanas), con una alta dosis de este extracto, no disminuía de forma 

significativa los niveles plasmáticos de colesterol. De este modo se concluyó que el 

periodo de tratamiento es un factor decisivo a la hora de reducir los niveles de 

colesterol. Esto fue explicado anteriormente por Bordia en 1981 al postular que el 

ajo “arranca” o mobiliza los lípidos de los tejidos donde están depositados, para 

depositarlos en la circulación sanguínea, aumentando así inicialmente los niveles 

séricos lipídicos. Con el tratamiento continuado con ajo, éste exceso de lípidos es 

degradado y excretado por el tracto intestinal. Otros estudios en animales alimentados 
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con ajo han demostrado similares resultados (Kritchevsky y cols., 1980; Chi y cols., 

1982).     

 

Más recientemente, dos meta-análisis investigaron los efectos del ajo sobre el 

colesterol. Warshafsky y cols. en 1993 informaron de los resultados obtenidos en 5 

ensayos en los que el ajo produjo una disminución del colesterol del  9% comparándolo 

con el placebo. También Silagy y Neil en 1994 (b), presentaron un informe de 16 

ensayos  en los que se produjo una reducción de un 12% en los niveles de colesterol  al 

compararlo con el placebo. Sin embargo, también existen estudios con resultados 

negativos realizados en pacientes hipercolesterolémicos con tratamientos de 12 semanas 

(Isaacsohn y cols.,  1998; Berthold y cols., 1998).  

                                                                                                                                      

Hoy en día se sabe que las LDL o colesterol “malo” no es tan perjudicial si 

no está oxidado por radicales libres dentro de los vasos sanguíneos. La oxidación de 

las LDL es considerada el primer evento que ocurre en la aterosclerosis. Los 

radicales libres pueden ser activados por una gran variedad de factores: tabaco, 

polución ambiental, dietas ricas en grasa, ejercicio vigoroso..., de este modo, la 

forma de evitar los efectos perjudiciales del colesterol sería evitar en un primer 

término la oxidación de las LDL. Algunos estudios demuestran que el ajo hace 

precisamente esto (Lewin y Popov, 1994). La actividad captadora de radicales libres 

del ajo es bien conocida (Kourounakis y Rekka, 1991; Phelps y Harris, 1993), y por 

ello el ajo disminuiría la cantidad de LDL oxidadas circulantes y consecuentemente 

la cantidad de colesterol acumulado por los macrófagos y músculo liso en la pared 

vascular. Una vez más existen autores que defienden la inexistencia de este efecto 

(Byrne y cols., 1999). 

 

Al igual que en el caso del colesterol total y los triglicéridos, el tratamiento con 

ajo produce un incremento inicial de los niveles séricos de LDL y VLDL seguido de una 

disminución significativa a partir del tercer mes de tratamiento (Lau y cols., 1987).     
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El colesterol “bueno” o HDL, es mucho más denso y pesado que el colesterol 

“malo” ó LDL, circula por la sangre y no es probable que se una a la pared vascular; de 

hecho, se adhiere a las LDL arrancándolas de la pared vascular y transportándolas al 

hígado donde se degradan y se excretan del cuerpo ( Miller y Miller, 1975; Carew y 

cols., 1976). 

 

El tratamiento con ajo produce un aumento progresivo de HDL (Chi y cols., 

1982). Se ha observado que produce un aumento del cociente HDL/LDL (Bordia, 

1981). 

  

I.4.1.B.- Efecto sobre la coagulación sanguínea. 

 

Las plaquetas son pequeñas células que circulan en la sangre de los 

mamíferos y juegan un papel importante en la homeostasis cardiovascular. En el 

proceso de coagulación las plaquetas se agregan para impedir la pérdida de sangre en 

caso de lesión; el fibrinógeno de la sangre “trabaja” junto al agregado plaquetario a 

través de un complicado proceso para impedir el desangrado y favorecer la 

reconstitución del vaso dañado. Un tercer componente, la plasmina (fibrinolisina), 

disuelve los coágulos de fibrina formados cuando su función ya no es necesaria.  

 

Las investigaciones existentes sobre el proceso de coagulación, muestran que 

aquellas personas propensas a un ataque cardíaco o cerebral tienen una cantidad de 

fibrinógeno demasiado elevada, y sin embargo, una cantidad disminuida de 

fibrinolisina.  

 

Lau en 1989 demostró que el ajo: 

                    - Previene la formación de coágulos.  

                    - Inhibe la agregación plaquetaria. 

                     

Un estudio epidemiológico en Jain, una comunidad india, mostró el efecto 

beneficioso del ajo en la salud del sistema cardiovascular (Sainani y cols., 1976, 
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1979a, 1979b). Aquellos que toman ajo como parte de su dieta, tienen menos 

colesterol, triglicéridos y fibrinógeno, así como un tiempo de coagulación mayor y 

una mayor facilidad para degradar los coágulos en comparación con aquellos que no 

comen ajo. 

 

Otros estudios han demostrado la capacidad antiagregante plaquetaria del ajo 

(Bordia, 1978; Vanderhoek y cols., 1980; Apitz-Castro y cols., 1983; Ali y cols., 

1999; Rahman y Billington, 2000). Si bien algunos estudios (Vanderhoek y cols., 

1980) indican que este efecto es debido a una inhibición de la agregación inducida 

por el adenosin difosfato (ADP), así como a una inhibición del metabolismo del 

ácido araquidónico por la vía de la ciclooxigenasa y de la lipooxigenasa, otros 

estudios sugieren que la actividad de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa no se ve 

afectada: Así, Schmunk y Lefer en 1982 y Coffier y cols. en 1983, demostraron que 

la movilización de calcio es un paso temprano en la secuencia de eventos que 

producen la agregación plaquetaria. Mayeux y cols. en 1988, estudiaron los efectos 

de la alicina pura sobre la coagulación. Sus datos revelaron su efecto inhibitorio 

sobre la movilización de calcio en tejido vascular independiente de AMPc. 

Encontraron también que la alicina inhibía la agregación plaquetaria por un 

mecanismo independiente de la formación de productos de la ciclooxigenasa 

incluyendo el TXA2. Más aún, sus datos demostraban que la alicina no alteraba el 

metabolismo del ácido araquidónico y PGH2, sugiriendo que la alicina no tiene 

efecto sobre  la ciclooxigenasa o las enzimas terminales necesarias para metabolizar 

PGH2 a PGI2 y  TXA2. 

 

Otros autores explican que estas propiedades antiagregantes podrían ser 

debidas a la capacidad de un componente del ajo, el ajoene de alterar las plaquetas 

mediante su inserción entre las dos monocapas de su membrana plasmática (Jain y 

Apitz-Castro, 1987). Algunos datos experimentales sugieren que la inhibición de la 

actividad de la AMPc-fosfodiesterasa es la responsable de esta inhibición de la 

agregación plaquetaria, ya que al inhibir esta enzima, el ajo potencia la acción 



                                                                                       INTRODUCCIÓN 
                                                                                            Acciones farmacológicas 
                                                                              
 

 21

antiagregante de otros inhibidores plaquetarios endógenos como la adenosina, PGD2, 

y la prostaciclina (Agarwal, 1996).  

Un estudio de 3-6 meses llevado a cabo en 1998 por  Steiner y Lin en 

hombres hipercolesterolémicos a los que trató con un extracto envejecido de ajo, 

demostró que el estudio de la función plaquetaria depende del ensayo usado, así, 

mientras se producía una disminución significativa de la agregación plaquetaria 

inducida por epinefrina y en menor grado por colágeno, la agregación inducida por 

ADP no se veía afectada.  

 

Como se puede observar, los efectos del ajo sobre la función plaquetaria y su 

papel en la iniciación de eventos tromboembólicos, podrían tener cierta importancia 

clínica. Sin embargo, los mecanismos por los que actúa el ajo en este aspecto, son 

aún confusos, y quizá deberían llevarse a cabo más estudios clínicos, posiblemente 

comparando los efectos del ajo con otros inhibidores de la agregación plaquetaria de 

efectos conocidos, como puede ser la aspirina. 

 

I.4.1.C.- Efecto sobre la presión arterial. 

 

La hipertensión o la presión arterial elevada, es uno de los mayores factores 

de riesgo de aterosclerosis. Muy pocos fármacos antihipertensivos carecen de efectos 

secundarios.  

 

De acuerdo con una publicación de Bolton y cols. en 1982, el ajo ha sido 

usado para el tratamiento de la hipertensión en China y Japón durante siglos y es 

reconocido oficialmente con este propósito por la Administración para la 

Alimentación y los Medicamentos japonesa.  

 

Se ha demostrado un efecto preventivo del aumento de la presión arterial en 

modelos animales. Ya en 1921 se informó de los efectos beneficiosos del ajo en el 

control de la hipertensión en humanos (Loeper y Debray, 1921). En 1948 Piotrowski 

dió a 100 pacientes hipertensos altas dosis iniciales de ajo, luego disminuyó la dosis 
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gradualmente según progresaba el experimento. Tras sólo una semana de 

tratamiento, en 40 de ellos se produjo una disminución de la presión arterial de 20 

mm Hg  ó más. Varios estudios más a pequeña escala han demostrado similares 

efectos positivos del ajo sobre la hipertensión (Srinivasan, 1969; Barrie y cols., 1987; 

McMahon y Vargas, 1993). 

 

Un estudio en China implicando a 70 pacientes hipertensos  a los que se les 

daba 50 gramos de ajo crudo al día demostró un éxito del 61.7%: en 33 pacientes  la 

presión arterial disminuyó considerablemente, y en 14 de ellos la disminución fue 

moderada ( Zheziang Institute of Traditional Chinese Medicine, 1986). 

 

En un intento más por demostrar los efectos beneficiosos del ajo se 

desarrollaron estudios en Bulgaria implicando tanto a animales como humanos: se 

administraron inyecciones intravenosas de ajo fresco a gatos; a dosis altas éstos 

experimentaron sólo una pequeña y temporal disminución de la presión arterial, pero 

cuando el ajo había sido preparado y almacenado durante 7-12 meses, la presión 

sanguínea disminuía significativamente. Se postuló que el almacenamiento permitía 

a algunas enzimas liberar los componentes activos del ajo. Después probaron 

distintos extractos derivados de la hoja del ajo en 21 pacientes hipertensos. Los 

sujetos experimentaron una disminución de la presión sistólica de 20-30 mm Hg y de 

10-20 mm Hg en la diastólica (Petkov, 1949, 1950, 1953, 1962, 1979; Petkov y cols., 

1965). Así mismo, un estudio realizado en perros y ratas, obtuvo al usar una 

inyección intravenosa de ajo, resultados de hipotensión y bradicardia similares a la 

acetilcolina (o sustancias similares), pero este efecto no era inhibido por la  atropina 

(antagonista muscarínico), sin embargo, desplazaba la curva del isoproterenol a la 

derecha por lo que podría atribuirse al ajo un efecto beta-antagonista; también 

observaron inotropismo negativo y cronotropismo negativo (Martin y cols., 1992). 

Sendl y cols., en 1992 revelaron la capacidad inhibitoria de la enzima convertidora 

de angiotensina I (ACE) del ajo salvaje (Allium ursinum) y de Allium sativum. 
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Más recientemente Isaacsohn y cols. en 1998, observaron en un estudio doble 

ciego, randomizado, y multicéntrico, que el ajo (900 mg/día), al administrase durante 

12 semanas a pacientes hipercolesterolémicos, producía una disminución de la 

presión sanguínea que era independiente de la modificación de las lipoproteínas 

plasmáticas. Los resultados de otros estudios realizados en animales coinciden al  

describir los efectos antihipertensivos del ajo (Fallon y cols., 1998; Al-Qattan y cols., 

1999; Ali y cols., 2000b). 

 

En contraste, también existen estudios que no revelaron estas propiedades 

antihipertensivas al estudiar ajo en pacientes sanos o hipercolesterolémicos (Simons 

y cols., 1995; McCrindle y cols., 1998). Una revisión publicada por Silagy y Neil. en 

1994 (a), concluye que el ajo podría tener algún uso clínico en sujetos con 

hipertensión moderada. Los autores, sin embargo, advierten que deberían llevarse a 

cabo más estudios doble ciego y a gran escala.  

  

I.4.1.D.- Efecto sobre la placa de ateroma. 

 

Estudios llevados a cabo en conejos con un extracto modificado sin olor, 

demostraron su efecto antiaterogénico, tanto por el efecto reductor del tamaño, como 

por los cambios producidos en la apariencia histológica de la placa fibrosa grasa en 

la arteria carótida derecha. De igual modo, se observó una disminución de la 

formación de las estrías grasas y de la acumulación del colesterol en la aorta torácica. 

Estos efectos se observaron independientemente de cualquier cambio en los niveles 

de colesterol total (Efendy y cols., 1997). Asimismo, ese extracto, redujo la cantidad 

de LDL oxidada circulante, y consecuentemente, la cantidad de colesterol acumulada 

en los macrófagos y en el músculo liso de la pared vascular. También fue observado 

que el contenido de colesterol en la aorta de animales hiperlipidémicos se reducía 

significativamente con el extracto de ajo mientras que el contenido de colesterol 

plasmático permanecía elevado. 
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Otros autores al estudiar un modelo de ratas ateroscleróticas,  observaron una 

disminución del grosor de la neoíntima al administrarlas una dieta rica en ajo, así 

como una reducción del contenido de colágeno tipo I y IV (Heinle y Betz, 1994). 

 

Orekov y Tertov en 1997, realizaron estudios in vitro de células aórticas 

aisladas de placas ateroscleróticas y sugirieron que el ajo inhibía la captación de 

LDL modificadas y producía una reducción de la acumulación intracelular de ésteres 

de colesterol. Explicaron estos efectos por una inhibición de la Acil CoA. También 

en el mismo año (1997) Ide y Lau demostraron que el ajo podía proteger a las células 

endoteliales del daño producido por las LDL oxidadas. 

 

En un estudio clínico realizado en 152 pacientes, randomizado y doble ciego, 

en el que se les hizo consumir polvo de ajo durante un periodo de 48 meses, se 

observó una reducción de las placas ateroscleróticas de un 5-18% (Koscielny y cols., 

1999). 

 

I.4.1.E.- Efecto sobre la contractilidad vascular.  

 

Como se menciona anteriormente, diversos investigadores han demostrado 

que el ajo es un potente vasodilatador (Siegel y cols., 1991; Agel y cols., 1991), y 

que esta acción podría deberse a una activación de la enzima NO sintasa. 

 

Sin embargo, otros investigadores han demostrado un mecanismo dual del 

ajo. Fallon y cols. en 1998, demostró que el extracto acuoso de ajo usado en su 

estudio, causaba una relajación dosis-dependiente en arteria pulmonar, tanto en 

presencia como en ausencia de inhibidores de la enzima óxido nítrico sintasa, y en 

arterias con o sin endotelio, si bien, en presencia de L-NAME (inhibidor de la oxido 

nítrico sintasa) o en arterias sin endotelio, la relajación obtenida era menor. Lo que 

demostraba que el principal efecto del ajo sobre el músculo liso vascular estaba 

mediado por la producción de óxido nítrico en las células endoteliales, pero que sin 

embargo, existía también un efecto directo sobre las células del músculo liso 
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vascular. Este descubrimiento, coincide con estudios que demuestran que el ajo 

puede producir vasodilatación vía hiperpolarización de la membrana de las células 

musculares lisas y/o inhibición de la apertura de los canales de calcio (Siegel y cols., 

1992). 

I.4.1.F.- Efecto sobre la diabetes. 

 

La diabetes es un factor de riesgo importante en el desarrollo de la 

aterosclerosis; en 1958, investigadores indios encontraron que los niveles de azúcar 

en sangre disminuían en pacientes que tomaban ajo (Jain y cols., 1973). Casi tres 

décadas más tarde investigadores del “Royal Medical college” de la India indujeron 

diabetes a conejos mediante inyecciones intravenosas de aloxan. Cuando a estos 

animales se les alimentaba con ajo, su elevada glucosa en sangre disminuía casi tanto 

como cuando eran tratados con fármacos antidiabéticos. Se postuló que el ajo 

aumentaba el efecto de la insulina (Bordia y Bansal, 1973; Jain y Vyas, 1975), por 

dos posibles mecanismos: Por un aumento de la secreción pancreática de insulina o 

de la liberación de insulina controlada desde un depósito. Más recientemente se 

demostró que los aminoácidos con grupos sulfuro del ajo son los que controlan la 

diabetes en ratas tan efectivamente como los antidiabéticos orales y la insulina. 

Mientras que los fármacos antidiabéticos y la insulina aumentan el colesterol 

hepático, el ajo no (Sheela y cols., 1995). 

 

Otros estudios hablan de la posibilidad de administrar ajo para mejorar las 

complicaciones cardiovasculares que acompañan a la diabetes (Patumraj y cols., 

2000) 

 

En resumen, y a pesar de la controversia suscitada por este compuesto 

natural, se han propuesto los siguientes mecanismos por los que el ajo influiría sobre 

el sistema cardiovascular, (Tabla 2): 
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El ajo aumenta El ajo disminuye 

         HDL Colesterol 

         Actividad fibrinolítica Triglicéridos 

         Tiempo de coagulación LDL/VLDL 

         Disponibilidad de insulina Fibrinógeno plasmático 

         Oxido nítrico Agregación plaquetaria 

 Elevada presión arterial 

 Lesiones ateromatosas 

  

Tabla 2.- Efectos del ajo sobre los factores de riesgo cardiovascular 

 

 

I.4.2.- EFECTOS DEL AJO SOBRE LA FUNCIÓN HEPÁTICA.   

 

El hígado, es normalmente el encargado de la detoxificación del organismo. 

Además de regular la glucemia y de metabolizar los lípidos y las proteínas, el hígado 

detoxifica al organismo del alcohol, fármacos y otros productos químicos que 

penetran en nuestro interior. Cuando las células hepáticas se degradan, el hígado 

pierde su función. 

El ajo protege al hígado del posible daño celular hepático: 

 

Estudios publicados por la compañía farmacéutica Wakunaga de Japón, 

revelaron que cuatro de los seis componentes azufrados aislados del ajo protegían los 

hepatocitos del daño causado por tetracloruro de carbono (CCL4). El estudio fue 

llevado a cabo en cultivo celular (Nakagawa y cols., 1985).  

 

Esto fue confirmado por Hikino y cols. en 1986, encontraron  que un aceite 

volátil de ajo y dos aminoácidos azufrados, S-alilmercapto cisteína y S-
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metilmercaptocisteína extraidos del ajo, prevenían el daño celular hepático 

producido por dos potentes toxinas hepáticas, CCl4  y D-galactosamina. El estudio 

indicaba que ejercían este efecto protector inhibiendo la generación de radicales 

libres, previniendo la oxidación de peroxidos lipídicos, y de este modo actuando 

como un potente antioxidante. 

 

Un tercer estudio llevado a cabo por Kagawa y cols. en 1986, se centró sobre 

el efecto terapéutico del ajo en el daño celular hepático. A las seis horas de 

administrar CCl4 a ratones, se les dio ajo vía oral. El CCl4 daña las células hepáticas 

dando lugar al “hígado graso”. La administración de ajo incluso a las seis horas de 

producirse el daño hepático producía una inhibición significativa de la formación del 

“hígado graso”.  

 

I.4.3.- EFECTOS DEL AJO SOBRE EL CÁNCER. 

 

Los compuestos organosulfurosos derivados del ajo han demostrado una 

importante capacidad inhibitoria de los tumores inducidos en animales de laboratorio 

(Hussain y cols., 1990; Hong y cols., 1992; Dirsch y cols., 1998; Surh y cols., 1999). 

 

Además, estudios epidemiológicos, han sugerido que los individuos que 

consumen ajo de manera regular tienen una menor incidencia de cáncer (You y cols., 

1989; Buiatti y cols., 1989; You y cols., 1998). 

 

La glutation-S-transferasa (GST) es una enzima importante detoxificante, que 

elimina los electrófilos dañinos al conjugarlos con el glutation (Jakoby, 1978). Por 

tanto, la GST es una enzima que podría jugar un papel muy importante detoxificante 

en el metabolismo de la carcinogénesis de naturaleza electrófila. Así, cualquier 

sustancia que incremente los niveles de GST podría tener un efecto protector o 

preventivo ante la aparición del cáncer. Han sido numerosos los estudios sobre el ajo 

y su relación con los niveles de GST. Saprnins y cols. estudiaron el efecto de la 

administración oral de alil metil trisulfuro (un componente del ajo), sobre los niveles 
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de GST en el hígado, estómago, intestino delgado y pulmón de ratones. Al cabo de 

96 horas, la actividad de la GST había aumentado considerablemente, además la 

inducción de tumores estomacales debida a benzo(a)pireno había disminuído. 

También estudiaron otros tres compuestos: Alil metil disulfuro, dialil trisulfuro y 

dialil disulfuro que también estimularon la GST en todos los órganos (Sparnins y 

cols., 1986, 1988). Esto coincide con estudios realizados por Manson y cols. en 

1997. También se ha sugerido la implicación de otras enzimas detoxificantes: 

NADPH quinona oxidoreductasa y N-acetiltransferasa en la acción protectora del ajo 

(Singh y cols., 1998; Chung y cols., 1998). 

 

I.4.3.A.- Efecto sobre el cáncer de estómago 

 

Un estudio epidemiológico llevado a cabo en China (Mei y cols., 1982), 

demostró que el ajo protegía frente a la formación de nitritos -un percursor de 

carcinogénesis- en los jugos gástricos, y de este modo daba protección frente al 

desarrollo de cáncer de estómago. Esto fue también comprobado por Shenoy y 

Choughuley en 1992. Así mismo, la actividad antibacteriana de la alicina podría 

prevenir la conversión de nitratos a nitritos en el estómago, y así limitar la formación 

de nitrosaminas potencialmente carcinógenas (Steinmetz y cols., 1994). 

 

You y cols. en 1989, encontraron que el consumo de ajo era inversamente 

proporcional al riesgo de desarrollar cáncer de estómago. Casi diez años más tarde, 

en 1998, encontraron que el consumo de ajo reducía la incidencia de lesiones 

gástricas precancerosas. 

 

El efecto del ajo y del dialiltrisulfito(ato)(un componente del ajo) en el 

crecimiento de dos tipos de cánceres de estómago fue estudiado por Pan en 1985 en 

cultivo celular, encontrando que el ajo y su componente inhiben el crecimiento de 

células cancerosas tan efectivamente como algunos fármacos quimioterápicos. 
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Investigadores de la Universidad de Minesota estudiaron a ratones con cáncer 

de estómago inducido por benzopireno. La administración de alil metil trisulfóxido, 

un componente del aceite de ajo, redujo un 70% de los tumores durante el 

experimento (Sparnins y cols., 1986). De acuerdo con estos investigadores, un 

componente del ajo estimula un enzima que protege el estómago de los efectos del 

carcinógeno. 

 

Entre los componentes del ajo responsables de la actividad antitumoral, el 

dialil sulfóxido ha sido repetidamente el más activo frente a la inducción de tumores 

en animales de experimentación (Belman, 1983; Schaffer y cols., 1996). 

Probablemente este efecto se deba a la modulación de este compuesto de enzimas 

antioxidantes.  

 

I.4.3.B.- Efecto sobre el cáncer de hígado 

 

La aflatoxina, producida por el moho Aspergillus, que contamina los 

cacahuetes, el arroz, los granos de cereales, el maiz y las judías, está ligada con el 

cáncer de higado y posiblemente con otros tipos de cáncer. La aflatoxina es un 

procarcinógeno que se convierte en carcinógeno sólo cuando es metabolizado u 

oxidado en su forma epóxido en nuestro organismo, y es en ésta forma cuando se une 

al DNA o RNA o moléculas proteicas de las células provocando una mutación y la 

formación de cáncer. Hoy se sabe que nuestro organismo tiene varias formas de 

prevenir el progreso de este proceso:  

 

                           1. Inhibe la oxidación de la aflatoxina a su forma epóxido. 

                           2. Si el epóxido se forma, inhibe su unión al DNA. 

                           3. Transforma el epóxido en un componente soluble y lo elimina. 

 

El ajo puede prevenir la formación de cáncer de hígado al intervenir en estos 

tres pasos, inhibe el metabolismo de la aflatoxina, su unión al DNA y aumenta los 
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metabolitos solubles para su posterior eliminación (Tadi y cols., 1990; Tadi y cols., 

1991).     

 

 

I.4.3.C.- Efecto sobre el cáncer de vejiga 

 

Algunos trabajos publicados muestran que el tratamiento con un extracto 

líquido de ajo administrado directamente en la vejiga, producía una menor incidencia 

de cáncer (Lau y cols., 1986; Marsh y cols., 1987). El ajo actúa estimulando el 

sistema inmune, más concretamente aumentando los macrófagos y linfocitos que 

destruyen las células cancerosas. Los mejores resultados se producían cuando el ajo 

era aplicado directamente en el lugar del tumor.  

 

I.4.3.D.- Efecto sobre el cáncer de cólon y rectal 

 

Hu y cols. en 1991 demostraron que los vegetales verdes y el ajo tienen un 

potente efecto protector contra el cáncer de colon y rectal. Otro estudio 

epidemiológico llevado a cabo en mujeres mostró que aquellas que incluían ajo en 

sus dietas tenían menos riesgo de desarrollar cáncer de colon (Steinmetz y cols., 

1994). Marchand y cols. y Levi y cols. en 1997 y 1999 respectivamente, observaron  

que el ajo estaba relacionado inversamente con el riesgo a padecer cáncer colorectal. 

 

También ha sido demostrado que los sulfatos orgánicos, incluyendo el dialil 

sulfato(ito), inhiben el desarrollo de la carcinogénesis inducida por la dimetil 

hidracina en el cáncer de cólon (Wargovich y Goldber, 1985; Wargovich, 1987). 

 

I.4.3.E.- Efecto sobre el cáncer de pulmón 

 

Steinmetz y cols. en 1993 investigaron la relación de algunas frutas y 

vegetales (incluido el ajo) con el desarrollo del cáncer de pulmón. El estudio reveló 

un efecto protector tanto en ex fumadores como en no fumadores, pero no en 
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fumadores. Otros estudios también confirmaron una falta de efecto protector del ajo 

en fumadores (Swanson y cols., 1992; Dorant y cols., 1994). 

 

 

I.4.3.F.- Efecto sobre el cáncer de laringe 

 

Zheng y cols. en 1992 observaron que el riesgo de padecer cáncer de laringe 

disminuía al asociar vegetales verdes o amarillos con ajo. 

 

I.4.3.G.- Efecto sobre el cáncer de piel 

 

Belman en 1983, mostró que la aplicación tópica de aceite de ajo previene el 

cáncer de piel inducido por dimetil benzantraceno. También en 1998 Singh y Shukla 

estudiaron un modelo de ratón con carcinogénesis en la pìel, observando que el dialil 

sulfuro presente en el ajo podía retrasar el comienzo de la carcinogenesis así como 

reducir el número de tumores en cada ratón. 

 

I.4.3.H.- Efectos sobre otros tipos de cáncer 

 

Otros estudios en animales han demostrado que algunos componentes del ajo 

detienen el crecimiento del cáncer de pecho, esófago, útero y próstata (Hussain y 

cols., 1990; Liu y cols., 1992; Ip y cols.,1992; Wargovich y cols., 1992; Key y cols., 

1997; Challier y cols., 1998).  

 

En resumen, hace casi cuarenta años que las propiedades  anticancerosas del 

ajo eran ya conocidas por algunos investigadores que concluían que el extracto de 

ajo prevenía el crecimiento tumoral al inactivar los componentes sulfidrilos de las 

células tumorales (Weisberger y Pensky, 1957; Weisberger y Pensky, 1958). 

Estudios más recientes como los mencionados anteriormente, hablan del posible 

doble papel del ajo, interfiriendo con el metabolismo de la célula cancerosa por una 

parte, y estimulando la función inmune por otra. Estos estudios muestran que el ajo 
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podría prevenir varios tipos de cáncer inducidos, así como detener el crecimiento de 

células tumorales; en otras palabras, el ajo podría ser prometedor tanto para la 

prevención como el tratamiento del cáncer. 

 

I.4.4.- EFECTOS SOBRE LA FUNCIÓN INMUNE. 

 

Como se mencionó anteriormente, los linfocitos y macrófagos  son atraídos al 

lugar donde el ajo era inyectado. Otros investigadores también han observado que el 

ajo atrae las células inmunes (Fujiwara y Nakata,1967; Nakata y Fujiwara, 1975; 

Aboul-Enein, 1986). 

 

I.4.4.A.- Ajo y macrófagos 

 

Los macrófagos llevan a cabo su función antimicrobiana y antitumoral al 

ingerir las sustancias extrañas y destruirlas mediante intermediarios activos de 

oxígeno. Lau y cols. en 1991 compararon cuatro extractos diferentes de ajo y se 

encontró que dos de ellos aumentaban significativamente este proceso. 

 

I.4.4.B.- Ajo y linfocitos T 

 

La luz ultravioleta (UV) es marcadamente carcinógena además de producir 

una acumulación de linfocitos T supresores en el lugar de la irradiación. Estas 

células suprimen la respuesta inmune que normalmente controlaría el crecimiento de 

tumores (Fisher y Kripke, 1977; Fisher y Kripke, 1982). También produce un 

enrojecimiento y un engrosamiento de la piel. 

 

Sin embargo, un tratamiento con ajo disminuye este engrosamiento y protege 

contra el daño por la luz UV. Los ratones expuestos a luz UV no exhiben una 

hipersensibilidad, debido a una supresión inmune (ya que la luz UV recluta linfocitos 

T supresores). Una dieta con ajo restaura la hipersensibilidad lo que demuestra que 

se produce un aumento de la función de los linfocitos T (Reeve y cols., 1993). 
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También se ha observado un aumento de interleukina-2, una citoquina 

sintetizada por los linfocitos T-helper (Morioka y cols., 1993). 

 

I.4.4.C.- Ajo y células asesinas (killer) 

 

Un estudio llevado a cabo en humanos, demostró que el tratamiento con ajo 

durante un periodo de tres semanas tras las cuales se usaba la sangre de los 

voluntarios sobre células tumorales, producía un incremento considerable de muerte 

entre las células cancerosas (Kandil y cols., 1987; Abdullah y cols., 1988). 

 

También se han realizado estudios sobre pacientes con SIDA observándose 

que un tratamiento de 12 semanas con ajo producía un aumento de la actividad de las 

células asesinas y del cociente helper(colaboradoras)-supresoras, ambos signos de 

una mejora de la actividad inmune (Abdullah y cols., 1989). 

 

I.4.5.- EFECTOS SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR. 

 

Estudios in vitro realizados por Efendy y cols. en 1997 mostraron que el ajo 

inhibe directamente la proliferación de células del músculo liso. Esto concuerda con 

los experimentos llevados a cabo por Orekhov y cols. en 1995 con un extracto 

acuoso de ajo sobre cultivos de células musculares lisas de placas ateroscleróticas, en 

los que observó una inhibición de la proliferación celular. Al inhibir el ajo la 

agregación plaquetaria (Apitz-Castro y cols., 1992; Lawson y cols., 1992), 

prevendría la liberación de factores de crecimiento (ej. PDGF), y las sustancias 

quimiotácticas de las plaquetas (Ross y cols., 1974; Asada y cols., 1992), y esto 

produciría una disminución de la respuesta hiperplásica de las células musculares 

lisas secundaria al daño vascular. 

 

Análisis de cinética celular mediante citometría de flujo, llevados a cabo en 

células tumorales desvelaron que el ajo prevenía la progresión de las células de la 
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fase G1 a la fase S, y que por tanto se producía una acumulación de las células en la 

fase G1 (Xie y cols., 1992). Sin embargo también existen estudios más recientes que 

proponen la habilidad de los alil sulfuros de bloquear las células en la fase G2/M 

(Knowles y Milner, 2000). 

También Lee y cols. en 1994 observaron el efecto inhibitorio de dos 

compuestos del ajo, S-alilcisteína (SAC) y S-alilmercaptocisteína (SAMC), y 

concluyeron que SAMC inhibía la proliferación de células musculares lisas y 

endoteliales., y que a su vez afectaba profundamente la fosforilación de varias 

proteínas del musculo liso incluyendo cambios en las fosfotirosinas.  La proteína 

p34cdc2 que forma un complejo con la ciclina B, es una protein-kinasa importante en 

la activación de la mitosis, pero si esta proteína se fosforila, se inactiva el complejo y 

para las células en fase G1 (Parker y Piwnica-Worms, 1992). Este aumento de la 

fosforilación se ha observado con SAMC, y esto podría explicar la reducción de la 

proliferación celular producida por este compuesto. 

 

I.4.6.- EFECTOS SOBRE LOS RADICALES LIBRES. 

 

En la pasada década se ha empezado a reconocer que muchas enfermedades 

agudas y crónicas en el hombre son el resultado de un exceso de radicales libres 

producidos por nuestro organismo. Entre estas enfermedades se encuentran la 

aterosclerosis, alergias, alteraciones de la presión arterial, cáncer, SIDA, 

enfermedades inflamatorias, enfermedades crónicas degenerativas y envejecimiento 

(Reddy y cols., 1991; Halliwell, 1993; Martin y cols., 1993; Gross y cols., 1994; 

Halliwell, 1995; Hollan, 1995). En el caso del SIDA se ha indicado que los radicales 

libres hacen a los linfocitos T susceptibles al daño producido por el virus VIH. Se ha 

sugerido incluso que si el sistema antioxidante en estas células es eficiente, el virus 

no podría hacer mucho daño (Sappey y cols., 1994; Buhl, 1994; Geng y cols., 1997). 

La elevada presión arterial también podría ser causa de una acumulación de radicales 

libres que dañarían la pared vascular (Sagar y cols., 1992; De Bruyn y cols., 1994). 
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Los radicales libres o radicales oxígeno son moléculas altamente reactivas e 

inestables. Tienen oxígeno como parte de su estructura con un electrón extra 

desapareado. Este electrón hace que éste radical tienda a unirse ávidamente con las 

moléculas biológicas de nuestro organismo tales como lípidos, proteínas y ácidos 

nucleicos. Una vez unidos, oxidan y dañan estas moléculas. Ejemplos de radicales 

libres de oxígeno son el radical superóxido O2
-, el peróxido de hidrógeno H2O2 y el 

radical hidroxilo OH-. 

 

En condiciones normales, nuestro organismo toma oxígeno y alimentos del 

exterior con el fin de producir energía en forma de adenosin trifosfato (ATP). 

Durante este proceso, se producen cantidades normales de radicales libres. Nuestro 

cuerpo está dotado de un eficiente sistema antioxidante que elimina el exceso de 

radicales libres o los convierte en sustancias inofensivas como oxígeno o agua que 

son reciclados por el organismo. Vitaminas como el β-caroteno, vitamina C y 

vitamina E son excelentes scavengers (barredores) de radicales libres, inactivándolos 

o eliminándolos. Enzimas como la superóxido dismutasa (SOD), catalasas, glutation 

peroxidasa, glutation reductasa y metionina reductasa pueden convertir los radicales 

libres en en productos inofensivos.  

 

Sin embargo, pequeñas cantidades de radicales libres son beneficiosas para el 

organismo. Para luchar contra bacterias, virus y células cancerosas, nuestro sistema 

inmune (neutrófilos y macrófagos) usan los radicales libres como “munición”. Sólo 

cuando están en cantidades excesivas, dan problemas. 

 

El incremento de radicales libres se produce principalmente por cuatro tipos 

de estrés: 

 

- Estrés físico: traumas o heridas. 

- Estrés químico: por productos químicos a los que estamos expuestos: 

metales pesados como el plomo o el mercurio, pesticidas, radioactividad, fármacos, 

alcohol, cafeína, tabaco... 
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- Estrés psicosocial: debido a las relaciones interpersonales. 

- Estrés microbiano: por infecciones. 

 

Para evitar el daño producido por estos radicales libres, habría que o bien 

reducir el estrés generador de los mismos, o bien aumentar la cantidad de sustancias 

antioxidantes del organismo. 

 

Hay al menos cuatro tipos de antioxidantes: 

 

1. Enzimas: superóxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation peroxidasa y 

metionina reductasa. Estas enzimas convierten los radicales libres de oxígeno en 

productos inocuos. 

           2. Vitaminas: A, C y E. Sirven de barredores de radicales libres. 

3. Minerales: Selenio, Zinc. Se necesitan como coenzimas para aumentar la 

actividad de enzimas antioxidantes. 

           4. Fitoquímicos: Antioxidantes procedentes de plantas. Actúan aumentando y 

maximizando nuestros mecanismos antioxidantes (Lau, 1995). 

Respecto al selenio, el ajo tiene una gran cantidad de este mineral que puede 

ser utilizado por nuestro organismo.  

 

I.4.6.A.- Ajo como antioxidante 

 

En estudios in vitro, ha sido demostrada la capacidad del ajo para proteger las 

células endoteliales de los vasos sanguíneos del daño producido por la  oxidación por 

peróxido de hidrógeno (Yamasaki y cols., 1994). Como se mencionó anteriormente, 

el ajo previene la oxidación de los lípidos.  

 

El glutation (GSH), es un importante compuesto antioxidante de nuestro 

organismo, y forma parte del ciclo redox ayudando al enzima GSH peroxidasa a 

convertir los radicales libres como los peróxidos, en sustancias inofensivas como el 

agua. Este proceso se puede resumir de la siguiente forma (Figura 4): 
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 Lípidos-OOH                             GSH                              NADP 

            ó H2O2  

 

                           GSH Peroxidasa               GSSG Reductasa 

 

 Lípidos-OH                                GSSG                             NADPH 

          ó H2O 

 

Figura 4.- Transformación de los peróxidos lipídicos en agua. GSH: Glutation, 

GSSG: Forma oxidada del glutation. NADP: nicotín adenin dinucleótido fosfato; 

NADPH: nicotín adenin dinucleótido fosfato reducido. 

 

Un estudio llevado a cabo por Geng y Lau en 1997 indica que el ajo puede 

aumentar los niveles de GSH en las células y al mismo tiempo disminuye los niveles 

de la forma oxidada del glutation (GSSG), se cree que debido a un aumento de la 

actividad de la GSSG reductasa. Además el ajo también aumenta la actividad de otro 

enzima antioxidante llamada superóxido dismutasa (SOD) en las células. Otros 

investigadores han estudiado el efecto antioxidante del ajo demostrando que protege 

la membrana celular de los hepatocitos de la peroxidación lipídica (Horie y cols., 

1989). Identificaron 5 compuestos azufrados en el extracto de ajo con potente 

actividad antioxidante (Horie y cols., 1992). Estudios posteriores demostraron que 

los componentes del ajo actúan como “barredores” capaces de deshacerse de los 

radicales libres (Imai y cols., 1994). 

 

Phelps y Harris en 1993 también demostraron este efecto barredor de 

radicales de oxígeno y antioxidante, en un estudio doble ciego de 2 semanas en el 

que administraba diariamente 600 mg de ajo a los pacientes. También dos estudios 
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de Ide y Lau en 1997 concluyeron que el ajo prevenía los daños producidos por las 

LDL oxidadas, como el daño en las membranas y la pérdida de viabilidad celular en 

células del endotelio vascular.  Sin embargo, Simons y cols. en un estudio doble 

ciego y randomizado de 12 semanas, no encontraron ningún efecto del ajo sobre la 

oxidación de las LDL 

 

I.4.6.B.- Efectos del ajo sobre el envejecimiento 

 

Los radicales libres, especialmente los radicales de oxígeno, están implicados 

en una gran variedad de procesos biológicos, entre ellos el envejecimiento (Harman, 

1956; Harman, 1981). Mientras que no ha sido concluyentemente determinado si los 

radicales libres son una causa o un efecto del envejecimiento, está claro que algunos 

daños característicos producidos por los radicales libres aumentan con la edad. De 

acuerdo con la teoría del envejecimiento por radicales libres, el sistema de defensa 

antioxidante está debilitado al aumentar la edad, causando una acumulación de 

radicales libres en el organismo (Harman, 1956).  

 

La propiedad antioxidante está estrechamente unida a la actividad 

antienvejecimiento (Reddy y cols., 1991; Martin y cols., 1993). El ajo tiene 

propiedades antioxidantes (Imai y cols., 1994; Popov y cols., 1994; Lewin y Popov, 

1994), protege contra la aterosclerosis (Lau y cols., 1983; Lau, 1989a) y aumenta la 

función inmune (Lau y cols., 1991; Morioka  y cols., 1993). La aterosclerosis y la 

disminución del sistema inmune son factores ligados al proceso del envejecimiento. 

 

Así mismo varios estudios publicados muestran la capacidad del ajo para 

restaurar la pérdida de memoria en animales envejecidos, así como la facultad de 

prolongar la vida (Moriguchi y cols., 1994a; Moriguchi y cols., 1994b; Zhang y 

cols., 1994). 
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I.4.7.- EFECTOS SOBRE EL ESTRÉS. 

 

Existen distintos tipos de estrés: ambiental, físico y psicosocial entre ellos. 

Distintas publicaciones explican cómo el estrés disminuye la actividad del sistema 

inmune, siendo más difícil luchar contra las infecciones e incluso contra el cáncer 

(Ader, 1981; Riley, 1981; Marx, 1985). 

 

En experimentos llevados a cabo en animales se vio que el ajo producía una 

disminución del estrés físico y ambiental (Takasugi y cols., 1984; Takasugi y cols., 

1986; Yokoyama y cols., 1986), así como un aumento de la resistencia al cansancio 

(Saxena y cols., 1980). 

 

También se han realizado estudios clínicos en los que se apreció una 

disminución de la fatiga, la depresión y la ansiedad (Hiroshima University Group, 

1982), así como una menor incidencia de efectos secundarios tras la quimioterapia y 

radioterapia (Tanaka, 1982). 

 

I.4.8.- EFECTOS ANTIFÚNGICOS Y ANTIBACTERIANOS DEL AJO. 

 

Algunos extractos de ajo han sido capaces de prevenir el crecimiento de 

ciertas bacterias (Kumar y Berwal, 1998) y hongos (Ghannoum, 1990). Incluso 

algunos han demostrado tener propiedades antivirales (Nagai, 1973). Se ha 

identificado la alicina del ajo fresco como el agente activo responsable de este efecto 

(Nagai, 1973; Yamada y Azuma, 1977). Aunque también el ajoene ha demostrado 

actividad (Yoshida y cols., 1998). El mecanismo por el cual el extracto de ajo actúa 

es alterando el perfil lipídico de las membranas celulares (Ghannoum, 1990; San-

Blas y cols, 1997). 
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Cándida albicans 

 

Esta levadura es parte de nuestra flora normal, y existe en nuestro organismo 

en forma oval. Cuando este organismo pasa a una forma alargada, invade los tejidos 

de su huésped y causa problemas. Esta transformación puede ser causada por la 

ingesta de antibióticos o por ciertas hormonas entre otros factores. El ajo impide esta 

transformación. 

 

Algunos estudios en animales han demostrado que el ajo no mata 

directamente al hongo, sino que  aumenta la función de los fagocitos del animal, y 

son éstos los que realmente eliminan el organismo (Tadi y cols., 1990). 

 

También se ha observado la capacidad del ajo para prevenir la adhesión de la 

levadura al epitelio bucal (Ghannoum, 1990). 

 

I.4.9.- EFECTOS SOBRE EL SIDA 

 

Se ha sugerido que el ajo podría ayudar a combatir el SIDA por varias 

razones: 

 

- El ajo puede inhibir el crecimiento de virus (Nagai, 1973; Adetumbi  y  

Lau, 1983; Tsai y cols., 1985; Guo y cols., 1993). 

- El ajo aumenta la función de los fagocitos, linfocitos T  y células killer 

(Kandil y cols., 1987; Lau y cols., 1991; Morioka y cols., 1993). 

- El ajo anula algunas de las toxinas que disminuyen el sistema inmune (Lau, 

1989b). 
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Los virus, incapaces de reproducirse por si solos, al invadir una célula 

necesitan sus genes para multiplicarse. Para hacer esto, los genes virales deben 

primero expresarse. Estudios recientes han revelado que algunos componentes del 

ajo pueden suprimir el proceso de la expresión de los genes del virus in vitro (Geng y 

cols., 1997), probablemente por sus propiedades antioxidantes. 
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II.- ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL 

 

La pared arterial consta de una capa interna o íntima, una central o media y una 

más externa denominada adventicia (Figura 5).    

 

II.1.- LA ÍNTIMA 

 

Está formada por una monocapa de células endoteliales, que juegan un papel 

decisivo en el control de la circulación, ya que liberan numerosos compuestos 

vasoactivos. Los principales agentes vasodilatadores liberados por el endotelio son el 

factor relajante derivado de endotelio (EDRF), que ha sido identificado como óxido 

nítrico (NO) (Ignarro y cols., 1987; Palmer y cols., 1987), la prostaglandina I2 (PGI2) o 

prostaciclina y el factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF), cuya identidad 

es todavía hoy motivo de controversia entre distintos autores (Mombouli y Vanhoutte, 

1997; Edwards y Weston, 1998; Ruiz y Tejerina, 1998). El endotelio también libera 

sustancias vasoconstrictoras, como el factor contracturante derivado de endotelio, anión 

superóxido (O2
-), tromboxano A2 (TXA2) y la endotelina-1 (ET-1), si bien esta última 

puede comportarse también como vasodilatadora. 

 

Las células endoteliales descansan sobre una membrana basal, separada de las 

células musculares lisas por una lámina elástica interna de estructura reticular, que 

presenta espacios interlaminares, que permiten el paso de sustancias a su través. 

 

II.2.- LA MEDIA 

 

Está compuesta principalmente por células musculares lisas vasculares (CMLV), 

que al ser estimuladas se contraen y reducen el diámetro interno de la pared arterial, y la 

matriz extracelular, que se une a las CMLV dotándolas de una correcta orientación en la 

pared vascular. La matriz de la capa media, junto con la adventicia, determina las 
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propiedades mecánicas de la arteria. La elastina y el colágeno son los componentes 

proteicos más importantes de la matriz. La elastina dota de elasticidad al vaso y es 

abundante en arterias de conducción como la aorta, y el colágeno permite a la pared de 

la media mantener su forma, a pesar de la alta presión intraluminal ejercida por la 

sangre. 

 

II.3.- LA ADVENTICIA 

 

Es la capa más externa de las arterias, y aparece separada de la media por una 

lámina elástica externa. Esta capa contiene colágeno, fibroblastos y algunas CMLV. En 

arterias de calibre mediano o grande, la adventicia presenta pequeños vasos sanguíneos 

(vasa vasorum), linfáticos y algunas terminaciones del sistema nervioso autónomo 

(SNA). En los grandes vasos de conducción, la adventicia es delgada mientras que en 

pequeñas arterias musculares (arterias de resistencia) es más ancha. 

 

        Figura 5.- Esquema de un corte de pared arterial. Modificada de Lusis, 2000.
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III.- REGULACIÓN DEL TONO DEL MÚSCULO LISO VASCULAR 

 

III.1.- MECANISMO DE LA CONTRACCIÓN DEL MÚSCULO LISO 

VASCULAR. 

 

El aumento y la reducción de la concentración de calcio libre intracelular 

([Ca2+]i), son los principales mecanismos que provocan la contracción y la relajación del 

músculo liso vascular.   

 

El aumento de la [Ca2+]i es el resultado de la entrada de Ca2+ extracelular a través 

de canales de la membrana celular y/o de su liberación desde sus depósitos 

intracelulares, fundamentalmente del retículo sarcoplásmico (RS). Cuando aumenta la 

[Ca2+]i, este se fija a la calmodulina (CaM) (se unen 4 iones Ca2+ por cada molécula de 

CaM), formándose el complejo Ca2+-calmodulina (Ca2+-CaM), el cual se une a la kinasa 

de la cadena ligera de la miosina (MLCK), dando lugar al complejo activo Ca2+-CaM-

MLCK (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993). Una vez activada, la MLCK induce la 

fosforilación de la serina en posición 19 de la cadena ligera (20 kD) de la miosina 

(MLC). Esta fosforilación permite la unión de la actina y la activación de la ATPasa de 

la miosina, lo que facilita el establecimiento de los puentes cruzados entre ambas 

proteínas y el desarrollo de fuerza o acortamiento del músculo liso vascular (Somlyo y 

Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                             INTRODUCCIÓN 
                                                                                             Regulación del tono vascular 

 46

 

Figura 6.- Esquema de la regulación de la contracción y la vasodilatación por el Ca2+. 

Las flechas naranjas muestran los mecanismos implicados en el aumento de calcio y la 

contracción. Las flechas verdes indican los mecanismos implicados en la disminución 

de calcio y la relajación. PMCA: ATPasa de calcio de la membrana plasmática; 

Canales ROC y VOC: Canales de calcio dependientes de receptor y Canales de calcio 

dependientes de voltaje respectivamente; SERCA: ATPasa de calcio del retículo 

sarcoplásmico; CaM: Calmodulina; MLCK: Kinasa de la cadena ligera de miosina; 

MLC: Cadena ligera de miosina; MLCP: Fosfatasa de la cadena ligera de miosina. 

 

 

III.1.1.- ACOPLAMIENTO EXCITACIÓN-CONTRACCIÓN 

 

El acoplamiento excitación-contracción implica una cadena de procesos en la que 

el aumento de Ca 2+ juega un papel primordial. Se han descrito dos tipos de 

acoplamiento excitación-contracción dependiendo de si el estímulo es la despolarización 
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de la membrana (acoplamiento electromecánico) o la acción de agonistas (acoplamiento 

farmacomecánico) (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993). 

 

El acoplamiento electromecánico, implica cambios en el potencial de membrana 

de la célula del músculo liso vascular (CMLV). El potencial de reposo de estas células 

varía entre –50 y –60 mV; cuando estos valores se vuelven menos negativos 

(despolarización), se activan (abren) los canales de Ca 2+ dependientes de voltaje (VOC), 

produciéndose la entrada de calcio y la consiguiente vasoconstricción (Somlyo y 

Himpens, 1989; Walsh, 1993; Himpens y cols., 1995). De los dos principales canales 

VOC, el tipo L y el tipo T, el primero tanto por su alta conductancia (18-24 pS) como 

por su umbral de activación (-40mV), parece ser el principal responsable de la entrada 

de Ca2+ durante el acoplamiento electromecánico. La entrada de calcio a través de los 

canales tipo L parece ser asimismo la responsable del componente tónico de la 

contracción durante una despolarización mantenida de la membrana celular (p.ej. tras 

aumentar la concentración de K+ extracelular). La corriente de entrada de calcio activada 

durante la despolarización puede poner en marcha el mecanismo que se conoce como 

liberación de Ca2+ inducida por Ca2+, que consiste en la activación por parte del Ca2+ de 

los receptores de rianodina del retículo sarcoplásmico (RS) y la consiguiente liberación 

de Ca2+ del RS (Iino, 1989; Somlyo y cols., 1991). Aunque este mecanismo juega un 

importante papel en el músculo liso cardíaco, su existencia en el músculo liso vascular 

es todavía motivo de controversia (Horowitz y cols., 1996). Los cambios del potencial 

de membrana hacia valores más negativos (hiperpolarización), producen el cierre de los 

canales de calcio tipo VOC y disminuyen la concentración de Ca2+ intracelular 

produciendo vasodilatación. La apertura de canales de potasio y la activación de la 

ATPasa Na+/K+, son dos de los principales mecanismos responsables de la 

hiperpolarización de la membrana de las células musculares lisas. 

 

El acoplamiento farmacomecánico engloba una serie de mecanismos de 

señalización celular, que pueden estimular la contracción o la relajación vascular sin 
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modificar el potencial de membrana de las CMLV (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 

1993). Este acoplamiento también se asocia a un aumento de la concentración de Ca2+ 

intracelular procedente en parte del medio extracelular pero, fundamentalmente del RS. 

El RS es el principal depósito intracelular de calcio en las CMLV. Presenta en su 

membrana receptores para el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) que, al activarse, permiten la 

salida masiva de Ca2+. El IP3 se genera por distintos agonistas, tales como acetilcolina 

(ACh), angiotensina II (AII), vasopresina, histamina, serotonina (5-HT), ET-1, 

catecolaminas y TXA2 y NA, que actúan sobre sus receptores específicos de la 

membrana celular, que están acoplados a fosfolipasa C a través de las subunidades α de 

las proteínas Gq (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993; Himpens y cols., 1995; Karaki 

y cols., 1997) La fosfolipasa C hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), siendo 

el IP3 uno de los productos de la reacción. 

 

Van Breemen y cols. en 1995 sugirieron que el RS se comporta como una barrera 

amortiguadora (buffer barrier) del Ca2+ que entra en la célula. Según estos autores, el 

Ca2+ que entra en la célula se acumularía en un espacio submembranoso restringido, 

donde sería parcialmente secuestrado por el RS, lo que impediría su paso al espacio 

citoplasmático central, que alberga los elementos contráctiles responsables de la 

contracción. Este proceso puede ser modulado por distintos agentes. Los 

vasodilatadores, que aumentan los niveles de nucleótidos cíclicos, incrementarían la 

capacidad amortiguadora del RS y disminuirían el paso de calcio al espacio 

citoplasmático central, mientras que los vasoconstrictores aumentarían los niveles de IP3 

y reducirían la barrera amortiguadora aumentando el paso de Ca2+ al espacio 

citoplasmático central. Este aumento de IP3 sería de especial importancia a nivel del 

denominado “junction space”, o zona donde el RS y la membrana plasmática están más 

íntimamente acoplados. A este nivel el IP3 activaría sus receptores específicos 

localizados en la superficie del RS; el resultado es un incremento de la concentración de 

calcio intracelular a nivel de las proteínas contráctiles y un aumento del tono vascular. 
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Los agonistas pueden, además, inducir la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular a través de la activación de los canales de Ca2+ tipo L (Nelson y cols., 1988; 

Ohya y Sperelakis, 1991) o de los canales dependientes de la activación de receptor 

(ROC) (Benhan y Tsien, 1987; Ganitkevich e Isenberg, 1990). Los canales ROC 

también parecen activarse por el estiramiento mecánico (Davies y cols., 1992).  

 

Las características de la respuesta contráctil dependen, por tanto, del tipo de 

estímulo (despolarización o agonista) (Figura 7) y de la fuente responsable del aumento 

de la concentración de Ca2+ intracelular, así: 

 

- Altas concentraciones de K+ extracelular producen despolarización de la membrana, 

aumentan la entrada de Ca2+ a través del os canales tipo L y producen una contracción 

mantenida, que puede suprimirse por los bloqueantes de los canales de calcio tipo L 

(Sato y cols., 1988; Karaki y cols., 1991).  

 
- Por el contrario, agonistas como la noradrenalina (NA) por un lado estimulan la 

liberación de Ca2+ desde el RS, lo que produce una respuesta contráctil transitoria, ya 

que la cantidad de Ca2+ del RS es limitada (Karaki y cols., 1997), y por otro aumentan 

la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+ tipo L y tipo ROC, produciendo una 

contracción mantenida (Karaki y cols., 1997). 
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MECANISMO DE LA RELAJACIÓN DEL MÚSCULO LISO VASCULAR 

 

 

 

 

 

III.2.- MECANISMO DE LA RELAJACIÓN DEL MÚSCULO LISO VASCULAR 

 

La relajación de la CMLV tiene lugar cuando disminuye la [Ca2+]i a nivel de las 

proteínas contráctiles. Esta disminución conlleva la disociación del complejo Ca2+-CaM-

MLCK y la regeneración de la apoenzima kinasa de la cadena ligera de miosina 

(MLCK) inactiva, lo que permite la defosforilación de la cadena ligera de miosina 

(MLC) a través de la fosfatasa de la MLC (MLCP), produciéndose vasodilatación 

(Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Figura 6). La reducción de la [Ca2+]i es el 

resultado del intercambiador Na+/Ca2+ y de la activación de dos ATPasas activadas por 

Canales
ROC

         Agonista

(NA, TXA2, ET-1…)

G
PLC

DAG

PKC

RS

Proteínas
contráctiles

IP3

Canales
tipo L

Despolarización (alto K+)

[Ca2+]

Figura 7.- Esquema de los mecanismos que intervienen en el aumento de la

concentración de Ca2+ intracelular y en el desarrollo de la fuerza contráctil

inducidos por la despolarización o la acción de un agonista. G: Proteína G; PLC:

Fosfolipasa C; IP3: Inositol-1, 4,5-trifosfato; DAG: Diacilglicerol; PKC: Protein

kinasa C 
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el Ca2+, localizadas en la membrana celular (PMCA) y en el RS (SERCA). Estas dos 

ATPasas pueden ser reguladas mediante la fosforilación inducida por las proteínas 

kinasas C (PKC), A (PKA) y G (PKG); además, la PMCA se activa por la CaM, 

mientras que la SERCA se regula por el grado de fosforilación de una proteína 

denominada fosfolambano. El intercambiador Na+/Ca2+ presenta una baja afinidad por el 

Ca2+ y su acción parece estar limitada a aumentos locales de la [Ca2+]i a nivel 

submembranoso. 

 

III.3.- REGULACIÓN ENDOTELIAL DEL TONO VASCULAR 

 

El endotelio vascular es una fina película del grosor de una célula que recubre la 

superficie luminal de todos los vasos sanguíneos. A pesar de su aparente fragilidad, 

desempeña un papel crucial en el control del sistema vascular, tanto en la permeabilidad 

(como barrera separando la sangre de la pared del vaso), como siendo un órgano 

importante implicado en procesos vasoactivos, metabólicos e inmunes. 

 

El endotelio, además de llevar a cabo diversas actividades metabólicas y de 

participar en la coagulación sanguínea, puede liberar sustancias vasodilatadoras y 

vasoconstrictoras, que modulan el tono de los vasos. El endotelio vascular puede 

interaccionar mediante dos grandes mecanismos con las células que lo rodean; por una 

parte, puede liberar sustancias difusibles al líquido extracelular y a la sangre, y por otra 

puede establecer contactos directos ó gap-junction con otras células vasculares y con 

ciertas células circulantes (monocitos, macrófagos y granulocitos) (Davies y cols, 1988). 

 

A pesar de su posición anatómica estratégica, separando la sangre circulante de 

las células musculares lisas de la pared vascular, el endotelio no captó la atención de los 

investigadores hasta que en el año 1977 Moncada y su equipo demostraron que las 

células endoteliales sintetizaban gran cantidad de prostaciclina (Moncada y cols., 1977). 

Posteriormente en el año 1980, Furchgott y Zawadzki mostraron que además estas 
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células eran capaces de liberar un potente factor relajante en respuesta a su estimulación 

con acetilcolina. Se sugirió que este factor difundía hasta el músculo liso vascular 

produciendo la relajación de éste. Este factor fue inicialmente denominado factor 

relajante dependiente de endotelio (EDRF)(Furchgott, 1984). 

 

En condiciones fisiológicas, el endotelio libera mediadores químicos que 

modulan las respuestas de numerosas células incluyendo células musculares lisas, 

plaquetas y leucocitos manteniendo así el equilibrio entre sustancias vasoactivas, 

coagulantes y mitógenas. De esta forma contribuye al mantenimiento del tono vascular, 

la resistencia periférica, la coagulación y el desarrollo celular. 

 

III.3.1.- FACTORES RELAJANTES DERIVADOS DE ENDOTELIO 

 
En la actualidad, el término genérico de factor relajante derivado de endotelio 

(EDRF) se asocia de forma general a los mediadores relajantes liberados por las células 

endoteliales, y no a uno en particular como se ha considerado históricamente al óxido 

nítrico (NO). Así, hay también que considerar derivados prostanoides como la 

prostaciclina (PGI2) y el factor hiperpolarizante (EDHF), cuya naturaleza es en la 

actualidad objeto de estudio (Figura 8). 

 

 III.3.1.A.- Óxido nítrico (NO) 

 

En 1980, Furchgott y Zawadzki demostraron que la acetilcolina relajaba los 

vasos sanguíneos aislados, sólo cuando el endotelio estaba intacto. Posteriormente se 

demostró que la vasodilatación producida por la acetilcolina y otras sustancias 

(bradikinina, sustancia P, ATP) requería la liberación, por las células endoteliales, de 

una sustancia difusible responsable de la relajación del músculo liso adyacente. Esta 

sustancia, que se denominó EDRF (factor relajante derivado de endotelio), no era una 

prostaglandina, ya que la inhibición de la ciclooxigenasa con indomentacina  no 

bloqueaba la respuesta vasodilatadora de la acetilcolina.  
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Finalmente, este factor fue identificado como óxido nítrico (NO) y como  el 

responsable de la actividad vasodilatadora y antiagregante plaquetaria del EDRF 

(Ignarro y cols., 1987; Palmer y cols., 1987). 

 

El NO que presenta propiedades vasodilatadoras, antiagregantes y 

antiproliferativas, se sintetiza a partir del aminoácido L-arginina por acción de la enzima 

NO sintasa (NOS), que cataliza la oxidación de este aminoácido a L-citrulina, 

liberándose el NO a partir del átomo guanidín terminal de la L-arginina. 

 

La NO sintasa existe en tres isoformas: NOSe, que es constitutiva de las células 

endoteliales, NOSn, isoforma neuronal constitutiva, presente en el tejido nervioso y en la 

médula renal y NOSi, que es inducible y se encuentra en macrófagos y células 

musculares lisas. Las dos primeras, son consideradas enzimas constitutivas y liberan NO 

por cortos períodos en respuesta a un receptor o a una estimulación física, mientras que 

NOSi está regulada mayoritariamente por citoquinas, ya que se induce durante la 

respuesta inmune y sintetiza NO durante largos períodos, teniendo como consecuencia 

una vasodilatación patológica y un daño tisular. 

 

En condiciones fisiológicas, existe una liberación basal de NO que proporciona 

un continuo tono vasodilatador en las células del músculo liso vascular. Pero el NO 

también se libera en respuesta a fuerzas físicas (cizallamiento, presión) y humorales 

(ACh, bradikinina, catecolaminas, angiotensina II, ET-1, vasopresina, trombina, ATP y 

ácido araquidónico, entre otros) y difunde libremente hacia las CMLV, donde estimula a 

la guanilato ciclasa soluble y aumenta los niveles intracelulares de GMPc, produciendo 

vasodilatación (Rubanyi y Vanhoutte., 1986). Este nucleótido cíclico es el principal 

mediador de la respuesta vasodilatadora del NO, aunque el NO puede producir 

vasodilatación a través de otros mecanismos independientes del GMPc (Plane y cols., 

1998). 
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Así, el NO produce hiperpolarización de las CMLV a través de la activación de 

diversos canales de potasio: canales de K+ dependientes de Ca2+ o KCa (Archer y cols., 

1994; George y Shibata, 1995), que presentan rectificación tardía o Kv (Zhao y cols., 

1997) y canales de K+ dependientes de ATP o KATP (Garland y McPherson, 1992; 

Murphy y Brayden, 1995). Los fármacos donadores de NO, como el nitroprusiato sódico 

(NPS) y la nitroglicerina, producen también activación de los canales KCa (Bychkov y 

cols., 1998).  

 

Aparte de la activación de los canales de potasio, se han descrito numerosos 

mecanismos por los que el GMPc produce vasodilatación: activación de la ATPasa de 

Ca2+ del retículo sarcoplásmico (SERCA) (Khan y cols., 1998; Cohen y cols., 1999) y de 

la ATPasa de Ca2+ de la membrana plasmática (PMCA) (Barnes y Liu, 1995), activación 

de la ATPasa Na+/K+ (Rapoport y cols., 1985; Tamaoki y cols., 1997), cierre de canales 

de Ca2+ tipo L (Ruiz-Velasco y cols., 1998) e inhibición de la liberación de Ca2+ desde el 

retículo sarcoplásmico inducida por inositol trifosfato (IP3) (Hirata y cols., 1990). 

 

Además de todos estos mecanismos que reducen la [Ca2+]i, la disminución de la 

sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca2+ también parece estar involucrada en 

la relajación que sigue a la activación de la vía del GMPc (McDaniel y cols., 1992; 

Karaki y cols., 1997). 

 

III.3.1.B.- Factor hiperpolarizante derivado de endotelio (EDHF) 

 

Estudios realizados en una gran variedad de lechos vasculares y vasos sanguíneos 

aislados evidencian la existencia de un factor hiperpolarizante derivado de endotelio. 

Este factor se considera diferente del NO por distintos motivos, entre los que se 

encuentra, la incapacidad de los inhibidores de la NOS para prevenir las acciones del 

EDHF, la incapacidad del NO exógeno o de los donadores de NO para reproducir las 
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acciones del EDHF y la aparente falta de participación del GMPc, principal mediador 

intracelular de la acción del NO. 

 

Las propiedades relajantes e hiperpolarizantes del EDHF han sido bien 

estudiadas (Garland y cols., 1995; Mombouli y Vanhoutte, 1997; Ruiz y Tejerina, 1998) 

pero, sin embargo, aún no se conoce su identidad ni el mecanismo por el que 

hiperpolariza el músculo liso vascular. 

 

La hiperpolarización de las células musculares lisas inducida por EDHF está 

mediada por un incremento en la salida de iones potasio (K+). El tipo de canal de K+ 

involucrado no ha sido definitivamente establecido, pero es más probable que estos 

canales sean calcio dependientes, que sean dependientes de ATP (Cohen y Vanhoutte, 

1995; Vanhoutte, 1996). Al igual que ocurre con el NO, la liberación de EDHF requiere 

un incremento de la concentración intracelular de Ca2+ en la célula endotelial. 

 

 Observaciones tempranas (Félétou y Vanhoutte, 1988) sugirieron que el EDHF 

podría estimular la Na+/K+-ATPasa del músculo liso. También se ha sugerido que el 

EDHF es idéntico al K+ liberado del endotelio vascular de la arteria hepática de rata 

cuando este es estimulado por agonistas como la ACh (Edwards y cols., 1998). El K+ 

puede ser liberado desde las células endoteliales (Gordon y Martin, 1983), y la 

vasodilatación e hiperpolarización inducida por K+ ha sido detectada en diversos vasos 

(Knot y cols., 1996; Quayle y cols., 1996) siendo la farmacología de estos cambios 

idéntica a la del EDHF (Edwards y cols., 1999). Otro candidato propuesto como EDHF 

es la L-citrulina (Ruiz y Tejerina, 1998), producto de la reacción catalizada por la NOS 

que convierte la L-arginina en NO y L-citrulina. 

 

La contribución de la hiperpolarización en la relajación vascular dependiente de 

endotelio varía en relación al tamaño de las arterias y es mayor en los vasos de 

resistencia. En arterias grandes, ambos mediadores pueden contribuir a las relajaciones 
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dependientes de endotelio, pero la acción del NO es la predominante en circunstancias 

normales (Nakashima y cols., 1993; Campbell y cols., 1996). 

 

III.3.1.C.- Prostaglandina I2 o prostaciclina (PGI2) 

 

La PGI2 se sintetiza a partir del ácido araquidónico (AA) por acción de la enzima 

ciclooxigenasa que conduce a la formación del endoperóxido cíclico (PGG2 y PGH2). 

Este, por acción de la PGI2 sintetasa da lugar a la formación de PGI2. Esta se sintetiza 

mayoritariamente en las células endoteliales pero también en la media y en la adventicia 

en respuesta al cizallamiento, hipoxia y distintos mediadores. Su liberación depende 

principalmente de la salida de Ca2+ desde los depósitos intracelulares (Parsaee y cols., 

1992). 

 

Presenta propiedades vasodilatadoras y antiagregantes plaquetarias, al activar la 

adenilato ciclasa e incrementar la producción de AMPc en las células musculares lisas y 

en plaquetas. Además actúa regulando la producción de endotelina (Lüscher y cols., 

1993). La PGI2 se libera junto con el NO como respuesta a la estimulación de las células 

endoteliales con agonistas como bradikinina, ACh y ATP (Busse y cols., 1984). Parece 

ser que la PGI2 juega un papel modulador del tono vascular, oponiéndose a la acción 

vasoconstrictora de otros derivados del AA.  
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Figura 8.- Esquema de la liberación de factores relajantes desde las células 

endoteliales y su efecto sobre las células musculares lisas vasculares (Modificado de 

Vanhoutte, 1997). RS: retículo sarcoplásmico, AA: ácido araquidónico, NOS: óxido 

nítrico sintasa. 
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III.3.2.- FACTORES CONTRACTORES DERIVADOS DE ENDOTELIO 

 

Las células endoteliales también pueden inducir la contracción de las células 

musculares lisas vasculares, por falta de liberación de factores relajantes, en particular 

NO, o por producción de sustancias vasoconstrictoras (Vanhoutte, 1993). Entre estos 

factores se encuentran los aniones superóxido (O2
-), que actúan como secuestradores de 

NO (Rubanyi y Vanhoutte, 1986) y los derivados de la ciclooxigenasa, como el 

endoperóxido cíclico (PGH2) y el tromboxano A2 (TXA2). Por último, se encuentra el 

péptido endotelina-1 (ET-1), que juega un papel más importante en la regulación del 

tono vascular a largo plazo, que en cambios inmediatos en el grado de contracción 

(Yanagisawa y cols., 1988; Schini y Vanhoutte, 1991; Masaki y cols., 1992) (Figura 9). 
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Figura 9.- Factores contractores de endotelio, y su efecto sobre el músculo liso. R: 

receptor, EDCF: factores contractores derivados de endotelio, AA: ácido araquidónico, 

PGH2: prostaglandina G2, TXA2: tromboxano A2, ET1: endotelina 1, PLC: fosfolipasa 

C, PIP2: fosfatidilinositol difosfato, IP3: inositol trifosfato, DAG: diacilglicerol, PKC: 

proteinquinasa C. 

 

 

 

Estos factores contractores derivados de endotelio tienen un papel fundamental 

en patologías como la hipertensión y la aterosclerosis, caracterizadas por un 

desequilibrio entre los factores contractores y relajantes derivados por el endotelio. 
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III.3.2.A.- Factores derivados de la ruta de la ciclooxigenasa 

 

La activación de la ruta de la ciclooxigenasa endotelial lleva a la formación de 

distintos factores contractores como TXA2, PGH2 y O2
-.   

 

El TXA2 se forma a partir de endoperóxidos por acción del enzima tromboxano 

sintetasa. La PGH2 se puede formar directamente a partir del AA o a partir del ácido 20-

hidroxieicosatetraenoico (20-HETE), el principal producto del ácido araquidónico vía 

citocromo  P450. 

 

Los receptores de PGH2/TXA2 son acoplados a proteínas G (Coleman y cols., 

1994) y el sistema segundo mensajero que interviene en la acción es la estimulación de 

la fosfolipasa C (PLC), con la consecuente formación de diacilglicerol (DAG) e inositol 

trifosfato (IP3) que ocasionan un incremento de la concentración de calcio citosólico. 

Los endoperóxidos y tromboxanos activan la agregación plaquetaria, reacción vinculada 

a la activación de la PLC.  

 

En el envejecimiento, la hipertensión y la aterosclerosis están aumentadas las 

concentraciones de factores contractores dependientes de endotelio relacionados con la 

ciclooxigenasa y más concretamente la PGH2 (Lüscher y cols., 1992). 

 

La ruta de la ciclooxigenasa también da lugar a la formación de aniones 

superóxido (O2
-) (Kukreja y cols., 1986), que inactivan el NO, incrementando la 

contractilidad del músculo liso vascular.  

 

Como resultado de la reacción de NO y O2
- se origina el anión peroxinitrito 

(ONOO-) que es también un relajante vascular pero menos potente que el NO. Así, el 

mecanismo de inactivación realizado por el anión superóxido sobre el óxido nítrico 
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consiste en su transformación en elementos vasorrelajantes con una vida media más 

corta y menos potentes.  

 

El NO es estabilizado por la enzima superóxido dismutasa (SOD) a través de su 

reacción con los aniones superóxido (Beckman y cols., 1990). Por eso la superóxido 

dismutasa extracelular (SOD-EC) es un importante mediador que modula la relajación 

dependiente de endotelio al prevenir la formación de (ONOO-) (White y cols., 1994). 

 

El ONOO- es un fuerte oxidante y al protonarse puede disociarse en radical 

hidroxilo (OH•) y dióxido de nitrógeno (NO2), siendo ambos también potentes oxidantes 

(Figura 10). 

 

La regulación de la concentración de O2
- extracelular por la enzima SOD-EC es 

importante para mejorar las respuestas a NO (Umans y Levi, 1995). La SOD-EC está 

presente en elevadas concentraciones entre el endotelio y el músculo liso y el 

mantenimiento de estos niveles es fundamental para obtener bajas concentraciones de 

O2
- extracelular y así prevenir la inactivación del NO mediada por dicho O2

- (Oury y 

cols., 1996).  

 

Un aumento en la producción de O2
- endotelial en vasos de individuos 

hipercolesterolémicos e hipertensos (Mügge y cols., 1994) podría conducir a la 

inactivación del NO y tener un papel importante en la patogénesis de dichas 

enfermedades debido al mayor desarrollo de contracción del músculo liso vascular, 

resultando en un incremento de la resistencia vascular y una elevación de la presión 

sanguínea, así como contribuir al proceso aterosclerótico. 
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Figura 10.- Dismutación del anión O2
- vía enzimática por la EC-SOD. El O2

- puede 

reaccionar con el NO dando lugar al ONOO-, que al protonarse se disocia en OH• y 

NO2 que son potentes especies oxidantes. 

 

 

III.3.2.B.- Endotelina 

 

Las endotelinas (ETs) son una familia de tres isopéptidos (ET-1, ET-2, ET-3) de 

21 aminoácidos, codificados por tres genes distintos (Inoue y cols., 1989). El gen que 

codifica la ET-1 se localiza en el cromosoma 7  y predomina a nivel del endotelio, 

músculo liso vascular, corazón, pulmón, riñón y páncreas. El gen que codifica la ET-2 

predomina en el endotelio y en la musculatura lisa intestinal, corazón estómago, placenta 

y útero. La expresión de la ET-3 predomina a nivel central, pulmonar, digestivo y renal, 

pero no tiene lugar a nivel endotelial (Haynes y Webb, 1993). La síntesis y liberación de 

ET-1 es estimulada por angiotensina II (AII), noradrenalina (NA), trombina, factor de 

crecimiento tumoral β (TGF β), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), 

ésteres de forbol, interleukina 1-β, vasopresina, hipoxia y fuerzas de cizallamiento 

vascular (Levin, 1995; Webb, 1997). 
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Los efectos de la ETs están mediados a través de receptores denominados ETA 

(ET-1 = ET-2 > ET-3), ETB (ET-1 = ET-2 = ET-3) y quizás ETC (ET-3 > ET-1 = ET-2), 

que presentan una homología del 66% (Rubanyi y Polokoff, 1994; Levin, 1995). 

 

Ambos receptores, ETA y ETB, están acoplados a proteínas G (Rubanyi y 

Polokoff, 1994; Levin, 1995). La vía de señalización de la respuesta constrictora de las 

ETs implica la activación de la fosfolipasa C (PLC) y la hidrólisis del fosfatidil bifosfato 

(PIP2) en IP3 y DAG. El IP3 aumenta la [Ca2+]i, tanto por facilitar su liberación desde los 

depósitos intracelulares como por aumentar su entrada a través de la membrana celular. 

El DAG activa la PKC, lo que aumenta la sensibilidad de las proteínas contráctiles al 

Ca2+ (Levin, 1995;  Karaki y Matsuda, 1996). La ET-1 también bloquea los canales KATP 

(Miyoshi y cols., 1992), por lo que despolariza la membrana y facilita la apertura de los 

canales de Ca2+ activados por voltaje y aumenta la [Ca2+]i, produciendo 

vasoconstricción. La ET-1, además, activa la fosfolipasa A2 (PLA2), aumentando la 

síntesis de productos de degradación del AA, que pueden contribuir a sus efectos 

vasoconstrictores (Toga y cols., 1991). 

 

Los niveles circulantes de ET-1 son reducidos bajo condiciones fisiológicas y 

causan vasodilatación a bajas concentraciones por activación de los receptores ETB del 

endotelio asociados con la liberación de NO, PGI2 y EDHF. A elevadas concentraciones, 

la ET-1 produce una contracción sostenida por activación de los receptores ETA en las 

células de músculo liso vascular (Lüscher y cols., 1996). 
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IV.- ATEROSCLEROSIS 

 

La aterosclerosis es una enfermedad progresiva caracterizada por la acumulación 

de lípidos y elementos fibrosos en las arterias. Las lesiones tempranas de la 

aterosclerosis consisten en acumulaciones subendoteliales de macrófagos ricos en 

colesterol, llamados células espumosas. En los humanos, estas lesiones o estrías grasas 

se pueden encontrar en la aorta incluso en la primera década de la vida, en la coronaria 

en la segunda década, y en las arterias cerebrales en la tercera o cuarta década.  

 

Debido a las diferencias en la dinámica del fluido sanguíneo, hay sitios más 

propensos para la formación de lesiones en las arterias. Las estrías grasas no son 

clínicamente significativas, pero son las precursoras de otras lesiones más avanzadas 

caracterizadas por una acumulación de centros necróticos ricos en lípidos y células 

musculares lisas (SMCs). Estas lesiones fibrosas tienen una capa fibrosa consistente en 

SMCs y matriz extracelular que incluye núcleos necróticos ricos en lípidos. Estas placas 

pueden complicarse mediante una calcificación, ulceración de la superficie luminal, y 

hemorragias procedentes de los pequeños vasos que crecen dentro de la lesión desde la 

media de la pared del vaso sanguíneo. Aunque estas lesiones avanzadas pueden crecer 

suficientemente hasta provocar un bloqueo del flujo sanguíneo, la complicación más 

importante se produce por una oclusión aguda debida a la formación de trombos o 

coágulos sanguíneos, provocando un infarto o un accidente vascular. Normalmente esta 

trombosis se asocia con la ruptura o erosión de la lesión. 

 

Los acontecimientos que ocurren en la aterosclerosis se han estudiado 

profundamente en modelos animales, incluyendo conejos, cerdos, roedores y primates. 

El primer cambio que se observa en la pared arterial tras una dieta rica en grasas y 

colesterol, es una acumulación de lipoproteínas y sus agregados en los sitios más 

propensos a la lesión de la íntima. Al cabo de días o semanas, se pueden observar los 

monocitos adhiriéndose a la superficie del endotelio. Los monocitos entonces, emigran a 
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través de la monocapa endotelial hasta la íntima, donde proliferan y se diferencian en 

macrófagos captando lipoproteínas y transformándose en células espumosas (Ross, 

1993). Con el tiempo, las células espumosas mueren, contribuyendo su contenido 

lipídico a la formación del núcleo necrótico de la lesión. Algunas estrías grasas 

subsecuentemente, acumulan SMCs que migran desde la capa media. Con la secreción 

de elementos fibrosos por las células musculares, estas placas oclusivas fibrosas 

aumentan de tamaño. Inicialmente, las lesiones crecen hacia la adventicia hasta que se 

alcanza un punto crítico, a partir del cual, empiezan a expandirse hacia fuera e invaden 

el lumen. Las lesiones continúan creciendo por la migración de nuevas células 

mononucleares de la sangre que entran en el vaso; esto va acompañado de proliferación 

celular, producción de matriz extracelular y acumulación de lípidos extracelulares.  

 

IV.1.- ETIOLOGÍA 

 

Numerosos estudios epidemiológicos han revelado una gran cantidad de factores 

de riesgo para la aterosclerosis (Tabla 3). Estos se podrían agrupar en factores con un 

importante componente genético, y en factores con componente ambiental. 
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Factores con componente genético 

Elevados niveles de LDL/VLDL 

Niveles bajos de HDL 

Elevados niveles de lipoproteína(a) 

Presión arterial elevada 

Elevados niveles de homocisteína 

Historia familiar 

Diabetes y obesidad 

Elevados niveles de factores hemostáticos 

Depresión y otros componentes del comportamiento 

Género (masculino) 

Inflamación sistémica 

Síndrome metabólico 

Factores medioambientales 

Dieta rica en grasa 

Tabaco 

Niveles bajos de antioxidantes 

Falta de ejercicio 

Agentes infecciosos 

 

Tabla 3.- Factores genéticos y medioambientales asociados con la aterosclerosis y la 

enfermedad coronaria cardiaca. 

 

 

La relativa abundancia de las diferentes lipoproteínas plasmáticas parece ser de 

vital importancia, ya que niveles elevados de lipoproteínas aterogénicas es un 

prerrequisito para la mayoría de las formas de la enfermedad. Con la excepción del 

género y los niveles de lipoproteína(a), en cada uno de los factores de riesgo genéticos 
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parecen estar implicados numerosos genes. Esta complejidad puede observarse 

claramente en los cruces genéticos de animales mantenidos en las mismas condiciones 

ambientales; los estudios llevados a cabo esos roedores revelaron docenas de factores 

genéticos que contribuyen a los niveles de lipoproteínas, a la grasa corporal y a otros 

factores de riesgo (Mehrabian y cols., 1998). Además, existe otro nivel de complejidad 

en las interacciones entre los factores de riesgo. Frecuentemente, estos no son 

simplemente aditivos; por ejemplo, los efectos de la hipertensión en la enfermedad 

coronaria cardíaca se ven considerablemente amplificados si los niveles de colesterol 

son altos (Lusis y cols., 1998). Goldbourt y Neufeld en 1988 examinaron en varias 

familias la importancia de la genética y el ambiente en la enfermedad coronaria cardíaca, 

y concluyeron que la capacidad hereditaria de la aterosclerosis era a veces superior al 

50%. Por otra parte, al estudiar las migraciones de la población y su incidencia en el 

desarrollo de la enfermedad, observaron que el factor medioambiental estaba claramente 

implicado. Así, la enfermedad coronaria cardiaca resultaría de una combinación de un 

ambiente no saludable, de la susceptibilidad genética y de nuestra esperanza de vida 

(Lusis y cols., 1998). 

 

IV.1.1.-LÍPIDOS 

 

Tienen un papel fundamental en el desarrollo de la placa de ateroma. De hecho, un 

60% del peso de la placa lo constituye su contenido lipídico. Existen distintos lípidos en 

la placa de ateroma: el mayor componente son los ésteres de colesterol (47%-55% del 

total),  el colesterol libre supone un 21%-32%, y los fosfolípidos un 15%-20%.  

 

El papel que desempeña el colesterol en la génesis de la placa de ateroma es 

determinante. Desde las fases más iniciales, se demuestra su presencia en las lesiones 

arteriales. Por otra parte, la elevación de su concentración en plasma se asocia 

claramente a aumentos del tamaño de la placa ateromatosa, y una disminución de las 

concentraciones de colesterol plasmático, reduce la expresividad clínica de la 
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enfermedad. No obstante, la cardiopatía isquémica no siempre se acompaña de cifras 

anormales de colesterol. Ahora bien, existen mecanismos en los que las lipoproteínas 

están involucradas en el desarrollo de la ateromatosis, a pesar de unas cifras normales de 

colesterol. Así, merece especial consideración todo lo que concierne a la modificación 

de las lipoproteínas, en concreto de las LDL.  

 

-Lipoproteínas de baja densidad (LDL)- 

 

Muchos estudios han señalado al colesterol unido a lipoproteínas de baja 

densidad (LDL) como la fracción relacionada directamente con la enfermedad 

arteriosclerótica (Aviram, 2000).  

 

Las LDL, y en particular sus derivados oxidados son lesivos para el endotelio 

(Steinberg, 1991; Steinberg, 1995), quimiotácticas para los monocitos e inhibidoras de la 

migración de los macrófagos. Las LDL, pueden sufrir este proceso de oxidación tanto en 

células endoteliales, musculares lisas como en macrófagos, resultando una lipoproteína 

llamada LDL oxidada (LDLox). Esta oxidación es llevada a cabo en la pared arterial, y 

más concretamente en las que presentan un principio de lesión aterosclerótica. A pesar 

de que se han enunciado varias hipótesis sobre el mecanismo de esta oxidación, éste 

todavía no está aclarado. Se han implicado en esta reacción a las lipooxigenasas 

(Parthasarathy y cols., 1989) que han quedado posteriormente descartadas (Sparrow y 

Olszewski, 1992), al radical superóxido  a través de la formación de peroxinitrilo 

(Christen y cols., 1994) y por último a la actividad fosfolipasa D de los macrófagos que 

haga las LDL más   sensibles a la acción oxidante de los cationes metálicos (Aviram y 

Maor, 1994). 

 

Las LDLox son captadas por el receptor scavenger de los macrófagos, 

acumulando estas células colesterol éster y convirtiéndose entonces en células 

espumosas. Además se forman complejos inmunológicos entre LDLox y anticuerpos 
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anti-LDLox y se produce una disminución en la síntesis de NO endotelial 

(favoreciéndose la vasoconstricción y la agregación plaquetaria). Como se mencionó 

anteriormente, la LDLox también es capaz de favorecer la síntesis de factores de 

crecimiento y moléculas de adhesión que atraen elementos circulantes hacia la pared 

vascular (Holvoet y Collen, 1994), incrementándose la síntesis de citoquinas o 

moléculas inflamatorias (Bui y cols., 1996). Por último, las LDLox ejercen una acción 

quimiotáctica sobre monocitos, atrayéndose más monocitos a la placa ateromatosa. 

Todos estos eventos contribuyen al desarrollo de la lesión.  

 

-LDL y función vasomotora- 

 

Recientemente se ha comprobado que las LDLox no sólo están implicadas en el 

origen de los cambios morfológicos que dan lugar a la aterosclerosis, sino que también 

se encuentran involucradas en muchas alteraciones de la actividad vasomotora que 

acompaña esta enfermedad. 

 

En pacientes con aterosclerosis, se ha observado la aparición de disfunción 

vasomotora, asociada principalmente a daño en el endotelio. Así se ha comprobado que 

mientras la infusión con acetilcolina produce vasodilatación de las arterias de los 

individuos sanos, en pacientes con aterosclerosis, se produjo una respuesta contráctil 

(Ludmer y cols., 1986). De hecho, se sugiere que esta disfunción vasomotora es anterior 

a la aparición de la lesión aterosclerótica y se encuentra directamente relacionada con el 

incremento de los niveles de colesterol, y más concretamente de LDLox en plasma 

(Celermajer y cols., 1992). Esta disfunción aparece también en lechos vasculares que no 

desarrollan lesiones ateroscleróticas (Sellke y cols., 1990; Anderson y cols., 1995a). 

Tras una terapia que disminuyó la concentración plasmática de lípidos pero no redujo la 

placa ateromatosa, comenzó a observarse una normalización de la función vasomotora 

(Treasure y cols., 1995; Anderson y cols., 1995b); del mismo modo, esta mejora se pudo 

ver en pacientes que habían estado sometidos a un tratamiento con antioxidantes durante 



                                                                                                             INTRODUCCIÓN 
  Aterosclerosis 

 70

un largo periodo de tiempo (Stewart-Lee y cols., 1994; Keaney y cols., 1994) lo cual 

evitaría el incremento de LDLox que aparece en la hipercolesterolemia. 

 

Al exponer arterias aisladas a concentraciones patológicamente relevantes de 

LDLox, se observó que la respuesta a distintos agonistas con acción mediada por el 

endotelio vascular, se veía seriamente afectada, es el caso de la ACh en aorta aislada de 

rata (Kugiyama y cols., 1990; Yokohama y cols., 1990) y para serotonina, trombina y 

plaquetas agregadas en coronaria porcina (Simon y cols., 1990; Tanner y cols., 1991; 

Ohgushi y cols., 1993; Murohara y cols., 1994). 

 

Este efecto aparecía cuando los vasos sanguíneos eran expuestos a LDLox, pero 

nunca en presencia de LDL nativa. Sin embargo, la respuesta a otros agonistas como 

bradikinina no se veía afectada por la presencia de LDLox (Tanner y cols., 1991). 

Tampoco se afectó la respuesta a fármacos donadores de NO como nitroglicerina, ni 

apareció citotoxicidad para las células endoteliales provocada por LDLox (Kugiyama y 

cols., 1990; Tanner y cols., 1991; Plane y cols., 1992). 

 

Las relajaciones más afectadas por LDLox, son aquellas que están mediadas 

fundamentalmente por la formación de NO. Para explicar este hecho, se han sugerido 

varios mecanismos: 

 

    -Inactivación directa del NO liberado con LDLox (Galle y cols., 1990; Chin y 

cols., 1992    

    -Disminución de la bioactividad del NO liberado (Myers y cols., 1994). 

    -Disminución de los niveles de ARN mensajero de NO sintasa, y como     

     consecuencia, menor cantidad de NO sintasa proteína (Hirata y cols., 1995). 

 

Al afectar la respuesta endotelial relacionada con NO, la LDLox también es 

capaz de aumentar la respuesta a agonistas contráctiles como noradrenalina (Galle y 
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cols., 1990) y el mimético de tromboxanos U46619 (Simon y cols., 1990). De la misma 

manera, podría disminuir la liberación basal de NO, quedando favorecida la aparición de 

vasoespamos, además de dañar la capacidad para relajar arterias. 

 

    Las lipoproteínas LDLox, podrían también estimular la liberación de factores 

con carácter contráctil por parte del endotelio. Se ha comprobado que la estimulación 

con LDLox favorece la expresión de ARN mensajero de endotelina-1 y su posterior 

liberación (Boulanger y cols., 1992). 

 

    Pero las LDLox no solamente tienen efecto sobre las células endoteliales, se ha 

visto que son capaces de provocar contracción de arteria femoral de conejo 

independientemente de la presencia de endotelio (Galle y cols., 1990), sugiriendo una 

interacción directa con la musculatura vascular. 

 

     Este patrón de comportamiento observado en vasos incubados en presencia de 

LDLox, es el mismo que aparece en los vasos de animales y personas con aterosclerosis. 

Así, en arterias ateroscleróticas, se ha comprobado que existe mayor sensibilidad a 

estímulos contráctiles debidos tanto a un efecto directo sobre la movilización de Ca2+ en 

la célula muscular lisa (Miwa y cols., 1994; Stepp y Tulenko, 1994; Cox y Tulenko, 

1995), como a una disminución en la síntesis y liberación de NO (Shimokawa y 

Vanhoutte, 1989 a y b; Lamping y cols., 1994; Golino y cols., 1991). 

 

IV.1.2.- TABACO 

 

El tabaco tiene dos efectos que deben ser considerados: un efecto agudo, que 

facilita la isquemia aguda, y un efecto crónico que facilita la aterogénesis. 

 

 El efecto agudo es debido fundamentalmente a la nicotina. La nicotina es un 

mediador de la reacción simpático-adrenérgica, lo que produce un mayor consumo de 
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oxígeno, y un aumento del tono vascular (vasoconstricción por estímulo α-adrenérgico), 

mientras que el monóxido de carbono reduce la capacidad de transporte de oxígeno de la 

hemoglobina, y todo ello contribuye a la isquemia. 

 

 El efecto crónico está relacionado con la reducción de la cantidad de colesterol 

transportado por las HDL en relación con el transportado por las LDL, el aumento de la 

liberación de factores quimiotácticos y mitógenos para las células musculares lisas y el 

hecho de que el monóxido de carbono es un producto directamente lesivo para el 

endotelio. 

 

Algunos estudios muestran que los individuos fumadores presentan un mayor 

riesgo de enfermedad coronaria. En estos estudios, las LDL obtenidas del plasma de 

individuos fumadores son más susceptibles a sufrir una modificación oxidativa (Harats y 

cols., 1990; Scheffler y cols., 1990). Además, algunos de los efectos tóxicos de los 

cigarros podrían estar relacionados con la presencia en el humo de radicales libres o 

sustancias químicas capaces de generar dichos radicales libres. 

 

IV.1.3.- HIPERTENSIÓN ARTERIAL 

 

El exceso de presión puede aumentar la permeabilidad endotelial favoreciendo la 

incorporación de lípidos. Además, el endotelio, como consecuencia del estrés por 

presión y cizallamiento, altera sus funciones y secreciones normales, con un predominio 

del tono vasoconstrictor.  

 

IV.1.4.- DIABETES MELLITUS 

 

La diabetes mellitus se puede considerar, claramente, un modelo de 

aterosclerosis acelerada. Se relaciona con la aterogénesis por mecanismos muy distintos: 

 



                                                                                                             INTRODUCCIÓN 
  Aterosclerosis 

 73

a) La lesión del endotelio mediada por la hiperglucemia y la hiperinsulinemia, en su 

caso. 

b) La modificación de las lipoproteínas por glucosilación, y por oxidación por radicales 

libres. 

c) La dislipidemia típica del diabético, que suele cursar con aumento de las VLDL, con 

descenso de HDL, y eventual incremento de las LDL. 

d) La obesidad. 

e) La hipertensión 

f) La resistencia a la insulina e hiperinsulinismo (en la diabetes tipo II) 

g) El trastorno de los factores relacionados con la hemostasia: aumento de los factores 

de coagulación V, VII, X y fibrinógeno, hiperfunción plaquetaria con aumento de 

TXA2, y de productos liberados procedentes de los gránulos plaquetarios. 

 

IV.1.5.- OTROS FACTORES DE RIESGO 
 

Otros determinantes de la aterosclerosis son la edad, el sexo, la obesidad y la  

historia familiar, ya que también influyen sobre la concentración de colesterol en plasma 

y sobre la proporción de LDL y HDL. 

 

IV.2.- INTERACCIONES CELULARES Y MOLECULARES  

 

Las células de los mamíferos responden a estímulos que van a activar las 

distintas señales de transducción dando lugar a una serie de  respuestas celulares como la 

proliferación, parada del crecimiento celular, hipertrofia, diferenciación o apoptosis. 

Estos estímulos proliferativos activan las denominadas cascadas de quinasa, llamadas 

proteinquinasas activadas por mitógenos o MAPquinasas. En las CMLV parecen estar 

implicadas tres cascadas de MAPquinasa, la más  estudiada ha sido la cascada de la ERK 

(ERK1 y ERK2), que es activada por los factores de crecimiento, endotelina, vasopresina 

y angiotensina II. Esta cascada es crítica en los procesos de diferenciación celular así 
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como en la inducción de hipertrofia. Por otro lado, se ha descrito una segunda cascada 

de MAPquinasa que se ve activada por el estrés celular y se la conoce como p54 

MAPquinasa, SAPKs o JNK.. La tercera MAPquinasa descrita es la p38, que igualmente 

puede ser activada por los mismos estímulos que activan la SAPKs. 

 

Las células animales, normalmente, sólo se dividen cuando son estimuladas por 

factores de crecimiento producidos por otras células. El ciclo celular consta de distintas 

fases, dentro de estas, la mitosis o división nuclear constituye la fase donde se van a 

producir más cambios, pasando por distintas subfases (profase, prometafase, metafase, 

anafase y telofase), seguidamente viene la fase de citoquinesis o ruptura de la célula 

dando lugar a dos células hijas idénticas. Tanto la mitosis como la citoquinesis 

constituyen la fase M del ciclo celular, la cual sólo ocupa una pequeña fracción de todo 

el ciclo. La otra fracción mucho más prolongada es la denominada interfase, que 

comprende las fases G1, S y G2. En la fase G1, la célula incrementa su tamaño y se 

prepara para copiar su DNA. Esta copia ocurre en la fase S o fase de síntesis, donde la 

célula duplica sus cromosomas. Después hay una segunda fase llamada G2, durante la 

cual la célula se prepara para la fase de mitosis (fase M) cuando la célula se dividirá en 

dos células hijas (Figura 11). Las nuevas células inmediatamente entran en G1 y pueden 

seguir un ciclo completo, o bien parar temporal o permanentemente. 
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             Figura 11.- Esquema de las distintas fases del ciclo celular 

 

En condiciones normales, existe un equilibrio entre la liberación de sustancias 

promotoras y sustancias inhibidoras del crecimiento, de manera que en los vasos 

maduros la tasa de replicación de las CML es extremadamente baja (Schwartz y cols., 

1990). Sin embargo, en ciertas patologías vasculares, el equilibrio entre la síntesis de 

factores que favorecen el crecimiento y factores que lo inhiben parece estar desplazado 

hacia el primero, favoreciéndose el crecimiento del músculo liso vascular, y por lo tanto, 

el desarrollo de hipertrofia vascular (Dzau y Gibbons, 1991). 

 

Existen numerosos factores que estimulan el crecimiento de las CMLV: el PDGF 

o factor de crecimiento derivado de plaquetas juega un papel importante en los procesos 

de migración y proliferación de las CML “in vivo” observados en ciertas patologías 

vasculares, como la aterosclerosis (Ross y cols., 1986), el FGF o factor de crecimiento 

fibroblástico que estimula el crecimiento de las células endoteliales y es mitogénico para 

las CML (Burges y Maciag, 1989; Dzau y Gibbons, 1991), el TGF-β que es un factor 

multifuncional que induce hipertrofia y poliploidía celular, y estimula o inhibe la 

proliferación y la migración de las CML (Owens y cols., 1988; Agrotis y cols., 1994), la 

endotelina-1 el péptido vasoconstrictor más potente conocido y con actividad 

 Fase G1 

 Fase S 

Fase G2 

Fase M

Parada celular 

G0 
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mitogénica, ya que estimula la síntesis de DNA mediada por un aumento de la expresión 

de protooncogenes como el c-fos y c-myc (Simonson y cols., 1989), la angiotensina II 

que induce crecimiento de las CML aunque los mecanismos subyacentes no están 

todavía claros (Griffin y cols., 1991; Ko y cols., 1992; Bukenburg y cols., 1992).  

 

Por otra parte, existen moléculas con propiedades inhibitorias del crecimiento 

celular. Entre ellas se encuentran algunas sustancias producidas por el endotelio, como 

la heparina, un grupo heterogéneo de glicosaminglicanos y el heparán sulfato, 

compuesto estructuralmente próximo a la heparina que se localiza en la superficie 

celular y la matriz extracelular (Clowes y cols., 1984), la PGI2 y el NO. Estos 

compuestos inhiben la síntesis de DNA y la proliferación de las CMLV en cultivo 

(Castellot y cols., 1982; Reilly y cols., 1989), y son capaces de reducir 

considerablemente la replicación de las CML “in vivo” observada en modelos de 

aterosclerosis experimental inducida por daño endotelial (Clowes y Clowes, 1986; 

Majesky y cols., 1987). 

 

Durante la aterogénesis se producen una serie definida de cambios en la pared 

arterial en los cuales juegan un papel crucial los monocitos/macrófagos. Tras la 

realización de cultivos tisulares con células vasculares y monocitos/macrófagos, se 

sugirieron las posibles vías de iniciación y progresión de la enfermedad. La inflamación 

mediada por el endotelio juega un papel primordial  y la acumulación de LDL oxidadas 

en la íntima contribuye significativamente al reclutamiento de monocitos y la formación 

de células espumosas. Durante la pasada década, la comprensión de los mecanismos 

moleculares de la aterogénesis se ha visto revolucionado por los estudios realizados en 

ratones transgénicos (Smithies y Maeda, 1995), aunque estos estudios son limitados a la 

hora de extrapolarlos a humanos. 
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IV.2.1.- INICIACIÓN DE LA LESIÓN 

 

El endotelio ejerce de barrera selectiva permeable entre la sangre y los tejidos. 

Tiene una función sensorial y ejecutora y puede generar moléculas que regulan la 

trombosis, la inflamación, el tono y remodelado vascular. Por ejemplo, al quitar el 

endotelio se produce una migración y proliferación de las células musculares lisas 

(SMCs) que persiste hasta que el endotelio se regenera (Gimbrone, 1999). Entre las 

fuerzas físicas que actúan sobre las células endoteliales, está el estrés por presión y 

cizallamiento del flujo sanguíneo, que incluso modifica la morfología de las células 

endoteliales. Las células en las zonas tubulares de las arterias, donde el flujo de sangre 

es uniforme y laminar, son elipsoides y se alinean en la dirección del flujo. Las células 

en las regiones de ramificaciones o curvaturas de las arterias, donde el flujo es irregular, 

tienen forma poligonal y carecen de orientación definida. Estas últimas áreas muestran 

un aumento de la permeabilidad a las macromoléculas como las LDL y son zonas 

preferenciales para la formación de lesiones (Gimbrone, 1999). 

 

Como se muestra en la Figura 12, el primer evento en la aterosclerosis es la 

acumulación de LDL en la matriz subendotelial. Esta acumulación es mayor si los 

niveles de LDL circulante son mayores, y tanto el transporte como la retención de LDL 

están aumentados. Las LDL difunden pasivamente entre las uniones de las células 

endoteliales, y su retención en la pared arterial parece que está relacionada con las 

interacciones entre un constituyente de las LDL, la apolipoproteína B (ApoB), y los 

proteoglicanos de la matriz (Boren y cols., 1998). Además, otras lipoproteínas que 

contienen ApoB llamadas lipoproteínas(a) se pueden acumular en la íntima y producir 

aterosclerosis. Las lipoproteínas(a), partículas parecidas a las LDL pero que contienen 

un polipéptido adicional que está ligado a la ApoB  por un puente disulfuro, parecen ser 

particularmente aterogénicas debido a sus efectos adicionales sobre la fibrinolisis y el 

crecimiento de las células musculares (Grainger y cols., 1994). 
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Las LDL nativas no son captadas suficientemente rápido por los macrófagos para 

generar las células espumosas, por lo que se ha propuesto que las LDL son, de alguna 

forma, modificadas en la pared arterial (Goldstein y cols., 1979). Así, las LDL sufren 

modificaciones incluyendo oxidación, lipolisis, proteolisis y agregación, y estas 

modificaciones contribuyen a la inflamación y a la formación de las células espumosas. 

Una de las modificaciones más significativas que producen la lesión temprana de la 

pared vascular, es la oxidación lipídica como resultado de su exposición a las células 

vasculares. Estas modificaciones, inicialmente, producen LDL oxidadas mínimamente, 

con capacidad pro-inflamatoria pero que no están suficientemente modificadas para ser 

reconocidas por los receptores barredores de macrófagos.  

 

Las lipoxigenasas insertan oxígeno molecular en los ácidos grasos polienoicos, 

produciendo moléculas como el hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE), que se 

transfiere a través de la membrana celular para fijar las LDL extracelulares. En los 

ratones que carecen de 12/15-lipoxigenasa la posibilidad de padecer aterosclerosis 

disminuye, sugiriendo que este enzima puede ser una fuente importante de especies 

reactivas de oxígeno en la oxidación de las LDL (Cyrus y cols., 1999).  

 

Las HDL tienen un papel protector contra la aterosclerosis. Su mecanismo de 

acción es su capacidad de remover el exceso de colesterol de los tejidos periféricos. Pero 

además, las HDL también protegen al inhibir la oxidación de lipoproteínas. La 

propiedad antioxidante de las HDL es debida en parte a la paraoxonasa sérica, una 

estearasa de las HDL, que puede degradar algunos fosfolípidos oxidados biológicamente 

activos (Hegele, 1999; Shih y cols., 2000). 
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Figura 12.- Lesión inicial. Las fuerzas hemodinámicas actúan sobre las células 

endoteliales modificando su permeabilidad y la expresión de genes, como el de la NOS.  

El evento inicial es la retención de LDL y otras lipoproteínas que contienen ApoB como 

resultado de la interacción con la matriz. Las LDL sufren modificaciones oxidativas 

como resultado de la interacción con especies reactivas de oxígeno (ROS) incluyendo 

productos de la 12/15-lipoxigenasa (12-LO) como el HPETE. La oxidación de las LDL 

se inhibe por las HDL, que contienen la proteína sérica paraoxonasa (PON1). Figura 

modificada de Lusis, 2000. 

 

IV.2.2.- INFLAMACIÓN 

 

En el proceso de aterosclerosis se produce un reclutamiento de monocitos y 

linfocitos pero no de neutrófilos a hacia la pared arterial (Figura 13). Lo que inicia esto, 

es la acumulación de LDL mínimamente oxidadas, que estimula a las células 
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endoteliales a producir moléculas pro-inflamatorias, incluyendo moléculas de adhesión y 

factores de crecimiento como el M-CSF (factor estimulante de colonias de macrófagos). 

La actividad biológica de las LDL mínimamente oxidadas está contenida principalmente 

en la fracción fosfolípidica, además se han identificado tres productos oxidados 

biológicamente activos resultantes de la escisión de los ácidos insaturados (Watson y 

cols., 1997). Las LDL pueden inhibir la producción de NO, que tiene múltiples 

propiedades antiaterogénicas, incluyendo la relajación vascular.  Además de las LDL 

oxidadas, existen otros factores que modulan la inflamación, incluyendo las fuerzas 

hemodinámicas, los niveles de homocisteína, las hormonas sexuales y las infecciones. 

La diabetes puede también promover la inflamación, en parte por la formación de los 

productos finales de la glicosilación que interaccionan con los receptores endoteliales 

(Hofmann y cols., 1999). 

 

La entrada en la pared arterial de ciertos tipos de leucocitos está mediada por 

moléculas de adhesión y factores quimiotácticos. El primer paso en la adhesión, el efecto 

“rodante” de monocitos a lo largo de la superficie endotelial, está mediado por selectinas 

que se unen a los ligandos carbohidratados de los leucocitos. Varios estudios realizados 

en ratones deficientes de selectinas o de la molécula de adhesión ICAM, revelaron el 

papel de estas moléculas de adhesión en la aterosclerosis (Dong y cols., 1998; Collins y 

cols., 2000). La firme adhesión los monocitos y células T al endotelio puede estar 

mediada por la integrina VLA-4 de estas células, que interaccionaría tanto con la 

molécula VCAM-1 del endotelio como con la variante CS-1 de la fibronectina. Estudios 

realizados tanto in vivo como in vitro han demostrado el papel de estas interacciones en 

la aterosclerosis (Shih y cols., 1999). Finalmente, los ratones deficientes en la proteína 

quimiotáctica MCP-1 o su receptor CCR2 presentaban claramente menos lesiones 

ateroscleróticas, sugiriendo esto que la interacción MCP-1/CCR2 tiene en papel 

importante en al adhesión de monocitos (Gu y cols., 1998; Boring y cols., 1998). 
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La citoquina M-CSF estimula la proliferación y la diferenciación de los 

macrófagos, e influye sobre varias de sus funciones como la expresión de receptores 

barredores.  Los ratones con una mutación espontánea de M-CSF tenían un menor 

número de lesiones, sugiriendo la obligatoria influencia de los macrófagos en la 

formación de las lesiones (Smith y cols., 1995). 
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Figura 13.- Inflamación. Las LDL oxidadas estimulan las células endoteliales a 

producir moléculas de adhesión, proteínas quimiotácticas como MCP-1 (de los 

monocitos), y factores de crecimiento como M-CSF (estimulante de colonias de 

macrófagos), produciéndose una captación de monocitos en la pared vascular. Las LDL 

oxidadas también inhiben la producción de NO, un mediador de la vasodilatación y de 

la expresión de moléculas de adhesión de leucocitos endoteliales (ELAMs). Entre las 

moléculas de adhesión endoteliales importantes para la captación de leucocitos se 

encuentran: ICAM-1, P-selectina, E-selectina, PCAM-1 y VCAM-1. Las moléculas de 

adhesión de los monocitos  son: integrinaβ2, VLA-4, PCAM-1. Los productos avanzados 

de glicosilación (AGEs) que se forman en la diabetes, y también promueven la 

inflamación vía receptores endoteliales. Figura modificada de Lusis, 2000. 
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IV.2.3.- FORMACIÓN DE CÉLULAS ESPUMOSAS 

 

Las LDL deben estar extensamente modificadas para que los macrófagos den 

lugar a la formación de las células espumosas (Figura 14). Esta modificación implica 

especies reactivas de oxígeno producidas por las células endoteliales y los macrófagos, 

pero también se cree la posibilidad de que ciertos enzimas estén implicados, incluyendo 

la mieloperoxidasa, esfingomielinasa y una fosfolipasa secretora, estando todas 

implicadas en las lesiones ateroscleróticas. La mieloperoxidasa genera especies 

altamente reactivas como el ácido hipocloroso y el radical tirosil, y las LDL modificadas 

por mieloperoxidasa se unen a los receptores barredores de los macrófagos (Podrez y 

cols., 2000). La esfingomielinasa  puede promover la agregación de lipoproteínas, 

produciendo un aumento de la retención y captación de macrófagos (Marathe y cols., 

1999). Finalmente, la fosfolipasa secretora (grupo II sPLA2) puede provocar la 

oxidación de las LDL (Ivandic y cols., 1999).  

 

La rápida captación de LDL altamente oxidadas por los macrófagos, dando lugar 

a las células espumosas, está mediada por un grupo de receptores que reconocen un 

amplio número de ligandos. Dos de esos receptores barredores, SR-A y CD36, parecen 

ser de gran importancia, y los ratones que carecen de estos receptores muestran una 

modesta reducción de las lesiones ateroscleróticas (Febbraio y cols., 2000). La expresión 

de estos receptores barredores está regulada por los factores IFN-γ (interferón-γ) y por 

TNF-α (Factor de necrosis tumoral-α). 

 

Los macrófagos segregan ApoE, y esto puede promover el flujo de colesterol 

hacia las HDL, y por tanto inhibiendo la transformación de macrófagos a células 

espumosas. Esto se ha demostrado en experimentos llevados a cabo por Fazio y cols. en 

1997.  
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Figura 14.- Formación de células espumosas. Los agregados altamente oxidados de 

LDL se forman en la pared vascular como resultado de la acción de las especies 

reactivas de oxígeno (ROS), y las enzimas esfingomielinasa (Smase), fosfolipasa-2 

secretora (sPLA2), otras lipasas y mieloperoxidasa (MPO). Los agregados de LDL  son 

reconocidos por los receptores barredores de los macrófagos como SRA, CD36 y CD68. 

La expresión de estos receptores está regulada por citoquinas como el factor de 

necrosis tumoral (TNF-α), y el interferón-γ (IFN-γ). Las células espumosas segregan 

ApoE, que facilita la eliminación del exceso de colesterol celular. La muerte de las 

células espumosas deja una masa de lípidos extracelulares y de otros productos de 

desecho. Figura modificada de Lusis, 2000. 
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IV.2.4.- PLACA FIBROSA 

 

Las placas fibrosas se caracterizan por ser una masa creciente de lípidos 

extracelulares, principalmente colesterol y sus ésteres, además de acúmulos de células 

musculares lisas y matriz extracelular. Tanto las citoquinas como los factores de 

crecimiento secretados por los macrófagos y las células T son importantes para la 

migración y proliferación de las células musculares y  para la producción de matriz 

extracelular. 

 

Algunos estudios recientes han demostrado que la interacción de CD40 con su 

ligando CD40L (CD154) contribuye de manera importante al desarrollo de las lesiones 

avanzadas (Schönbeck y cols., 2000 a y b). En un primer momento se reconoció que esta 

interacción era esencial para las reacciones inmunológicas  en las que estaban 

implicadas las células T y B, pero hoy se sabe que el CD40 también se expresa en los 

macrófagos, células endoteliales y células musculares lisas. Esta interacción resulta así, 

en la producción de citoquinas inflamatorias, proteasas degradantes de matriz y 

moléculas de adhesión.  

 

Existen diversos factores que contribuyen al desarrollo de las lesiones fibrosas, 

incluyendo niveles elevados de homocisteína, la hipertensión y las hormonas. Por una 

parte, los niveles elevados de homocisteína parecen que dañan las células endoteliales y 

que estimulan la proliferación de las células vasculares musculares lisas (Gerhard y 

Duell, 1999). Por otra parte, los efectos de la elevada presión arterial en la aterosclerosis 

parecen que están mediados por los componentes del sistema renina-angiotensina, por 

ejemplo, la angiotensina II estimula directamente el crecimiento de las células 

musculares lisas y la producción de matriz extracelular. Ensayos llevados a cabo en ratas 

espontáneamente hipertensas (SHR), indicaron que la presión sanguínea elevada 

estimula la expresión de PDGF, un potente mitógeno (Negoro y cols., 1995). En cuanto 

a las hormonas, los estrógenos tienen múltiples propiedades antiaterogénicas, incluyendo 
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efectos sobre las lipoproteínas plasmáticas y la estimulación de prostaciclinas y de la 

producción de NO (Nathan y Chaudhuri, 1997). 

 

La infección por citomegalovirus se ha asociado con la aterosclerosis y con la 

restenosis tras una angioplastia (Gupta y cols., 1997). El posible mecanismo propuesto 

es la estimulación de la migración de las células musculares por el receptor US28 del 

virus (Streblow y cols., 1999). 

 

IV.2.5.- LESIONES AVANZADAS Y TROMBOSIS 

 

La aparición de los eventos coronarios trombóticos se ha asociado 

principalmente con la composición y vulnerabilidad de la placa más que con la severidad 

de la estenosis (Figura 15). Las placas que son vulnerables tienen generalmente capas 

fibrosas delgadas un número considerable de células inflamatorias. Las células T, por 

ejemplo, producen IFN-γ que inhibe la producción de matriz y los macrófagos producen 

varias proteasas que la degradan, incluyendo colagenasa intersticial, gelatinasa y 

estromolosina (Libby, 1999). La ruptura de la placa ocurre frecuentemente en los bordes 

de la misma, ricos en células espumosas, sugiriendo que los factores que contribuyen a 

la inflamación pueden también influir en la trombosis. Así, es notable que la incidencia 

de infarto de miocardio o de accidentes vasculares aumenta durante las infecciones 

agudas.  

 

La estabilidad de las lesiones ateroscleróticas puede también estar influenciada 

por la calcificación y la neovascularización, rasgos ambos de las lesiones avanzadas. La 

calcificación de la íntima es un proceso en el que células parecidas a pericitos secretan 

una estructura matricial que subsecuentemente se va calcificando, siendo semejante a 

una formación ósea. Este proceso está regulado por oxiesteroles y citoquinas (Watson y 

cols., 1994). El crecimiento de pequeños vasos desde la media, puede constituir un 

conducto para la entrada de células inflamatorias (Moultan y Folkman, 1999). 
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La trombogenicidad de la lesión dependería de la presencia del factor tisular, una 

proteína clave en la iniciación de la cascada de coagulación. La producción de este 

factor por las células endoteliales y los macrófagos, está aumentada por las LDL 

oxidadas, las infecciones o por la interacción CD40-CD40L en las células inflamatorias 

(Schönbeck y cols., 2000 a y b). La expresión de otras moléculas mediadoras de la 

trombosis como el activador del plasminógeno, puede ser también importante. 
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Figura 15.- Lesiones complejas y trombosis. Las placas vulnerables con una fina capa 

fibrosa resultan de la degradación de la matriz por varias proteinasas como las 

colagenasas, gelatinasas, estromilsina y catepsinas, y por la inhibición de la secreción 

de la matriz. Entre los factores que desestabilizan las placas y que promueven la 

trombosis, está  la infección, que aumenta la expresión de del factor tisular y disminuye 

la expresión del activador del plasminógeno. La calcificación de las lesiones parece ser 

un proceso activo y regulador que envuelve la secreción por parte de células parecidas 

a pericitos de un “soporte” para el depósito de fosfato cálcico. La formación de un 

trombo, consistente en plaquetas adherentes y fibrina, normalmente resulta de una 

ruptura de la placa. Figura modificada de Lusis, 2000 
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En la presente tesis doctoral nos propusimos estudiar las propiedades 

farmacológicas así como el posible mecanismo de acción de una serie de extractos y 

fracciones de ajo:  

 

Ajo crudo Ajo congelado 

                     RG EXT                   FG EXT 

RG Hp 20-W FG Hp 20-W 

RG Hp 20-20 FG Hp 20-20 

   RG Hp 20-100   FG Hp 20-100 

 

• RG, FG: Obtenidas a partir de ajo crudo (RG) o congelado (FG) según el 

esquema mostrado en la Figura 16. 

• Hp 20: Columna de Diaon Hp 20 

• -W, -20 y -100: Fracción acuosa (W), metanólica al 20% y metanólica al 

100% 

 

 

Los principales constituyentes de estos extractos y fracciones son los 

siguientes: 

 

1.- Hp 20-20:  Azúcares y aminoácidos,  además de otros constituyentes 

minoritarios no claros. 

 

2.-  Hp 20-100:  Saponinas esteroideas y otros glicósidos. 

 

3.- Hp 20-W: Componentes acuosos, como por ejemplo aminoácidos y 

péptidos incluyendo aminoácidos azufrados (S-alilcisteína, γ-glutamil-S-alilcisteína), 

azúcares como fructosa, sucrosa y fructosa. 
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            Ajo Crudo                                                                                                        Ajo Congelado 
                                                                   
                         pulverizado                                                                                                        pulverizado en MeOH 
                         extraído con MeOH caliente                                                                              extraído con MeOH caliente 
                         evaporados los solventes                                                                                   evaporados los solventes 
 
     Extracto de Ajo ( 16%)                                                                                    Extracto de Ajo ( 17%)   
       
              RG-EXT                                                                                                              FG-EXT 
                                                                      Suspendido con agua 
                                                                Aplicado a una columna de 
                                                                         Diaion HP-20 
                                                                  Diluido con agua, 20% 
                                                                 acuoso MeOH o MeOH. 
 
 
H2O Fr                      20%MeOHFr                     100%MeOH Fr                           H2O Fr                      20%MeOH Fr        100%MeOH Fr 
 (16%)                           (0.17%)                                (0.5%)                                     (17%)                              (0.1%)                   (0.5%)   
     
RG-Hp20-W          RG-Hp20-20                    RG-Hp20-100                       FG-Hp20-W                    FG-Hp20-20          FG-Hp20-100

Figura 16.- Esquema de extracción de los distintos extractos y fracciones de ajo a partir de ajo crudo (RG) o 

congelado (FG) usando una columna de Diaion HP-20 y diluídos con agua (W), 20% de metanol (MeOH) (20-20) o 

metanol al 100% (20-100). 
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I.- ESTUDIO CRÓNICO EX VIVO :  EFECTO DE LAS FRACCIONES Y 

EXTRACTOS DE AJO SOBRE EL DESARROLLO DE LA 

ATEROSCLEROSIS EN RATAS HIPERCOLESTEROLÉMICAS. 

 

I.1.- CONDICIONES GENERALES 

 

Animales 

 

Para la realización del estudio crónico utilizamos como animales de 

experimentación diez grupos (n=80) de ratas machos wistar de pesos comprendidos 

entre 200.0±20.5g (ANUC Universidad Complutense, Madrid). Los animales fueron 

mantenidos en una habitación acondicionada bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12h. 

 

Dieta y tratamiento 

  

Los animales se distribuyeron en 10 grupos de 8 ratas cada uno. El grupo 

control se mantuvo con una dieta estándar (grupo control normal). Al grupo 0 se le 

alimentó con una dieta estándar suplementada con 0.5% de colesterol (U.A.R., París, 

Francia) (grupo control hipercolesterolémico). Los grupos que recibieron una dieta 

hipercolesterolémica más los distintos extractos y fracciones de ajo se distribuyeron 

según el siguiente esquema mostrado en la Tabla 4:   
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                                                      Tabla 4 

 

¡Error! Marcador no       Grupo  Fracción/Ext      Dosis 

Dieta estándard Grupo Control    -------       ------- 

Grupo Hipercolesterolémico Grupo 0    ------- 0.5% Colesterol 

Fracciones 

congeladas 

Grupo 1 FG-HP20-20 3mg/kg/día 

 Grupo 2 FG-HP20-100 10mg/kg/día 

 Grupo 3 FG-HP20-w 300mg/kgdía 

Fracciones crudas Grupo 4 RG-HP20-20 3mg/kg/día 

 Grupo 5 RG-HP20-100 10mg/kg/día 

 Grupo 6 RG-HP20-w 300mg/kg/día 

Extractos Grupo 7 RG-extracto 300mg/kg/día 

 Grupo 8 FG-extracto 300mg/kg/día 
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Las dosis se ajustaron de manera que correspondieran con un consumo diario 

de 2 gramos de ajo crudo: 

 

Ajo crudo 1 g 2 g 5 g 

FG(RG)-EXT 0.17g(0.16g) 0.34g(0.32):0.3g  

FG(RG)-HP20-W 0.17g(0.16g) 0.34g(0.32g):0.3g  

FG(RG)-HP20-20 1mg(1.7mg) 2mg(3.4mg):3mg  

FG(RG)-HP20-100 5mg(5mg) 10mg(10mg):10mg 25mg(25mg):25mg 

 

 

El experimento duró 16 semanas. Todos los animales fueron inicialmente 

alimentados con una dieta estándar (Panlab S.L., Barcelona) durante al menos 7 días 

tras la llegada a nuestro laboratorio. El agua estaba disponible libremente. La ingesta 

de comida fue controlada diariamente tanto en los grupos control como en los 

tratados. Las diferentes dosis de los extractos y fracciones de ajo se administraron 

mediante sonda oral diariamente y se ajustaron semanalmente en función del peso de 

las ratas. 

 

I.2.- OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 

 

I.2.1.- MUESTRAS DE SANGRE 

 

En los meses 1, 2, 3 y 4 de tratamiento se extrajeron muestras de sangre de 

todos los grupos. La extracción se realizó de la vena yugular tras anestesiar 

ligeramente a los animales con éter etílico, obteniéndose aproximadamente 1-1,5 ml 

de sangre, que se recogieron en tubos “Vennoject” estériles que contenían EDTA 

(10-7 mol/L) como anticoagulante. 

 

Para la obtención del plasma de las muestras, éstas se centrifugaron a 3500 

r.p.m. durante 20 minutos a 4ºC, utilizando una centrífuga Sorvall RC-5B. El plasma 
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así obtenido se alicuotó y se conservó a –80ºC hasta el momento de realizar las 

distintas determinaciones. 

 

I.2.2.- MUESTRAS DE ÓRGANOS Y ARTERIAS 

 

 Al término de la 16 semana, los animales fueron anestesiados con etil éter y 

sacrificados por exanguinación por corte de la carótida, procediéndose seguidamente 

a la extracción de los distintos vasos y órganos: 

 

I.2.2.A.- Muestras de órganos. 

 

Al final del tratamiento, el corazón, el hígado y los riñones de las ratas 

control y tratadas fueron aislados y se procedió a su extracción para ser pesados.  

 

1.2.2.B.- Arteria aorta. 

 

La técnica empleada para la obtención de la arteria aorta torácica consistió en 

la realización de una toracotomía media, separando los pulmones y el corazón para 

visualizar la arteria. Se procedió a la disección de la arteria aorta torácica 

descendente desde el cayado al diafragma, y se colocó en una placa Petri que 

contenía líquido nutricio Krebs-Henseleit de la siguiente composición (mmol/l): NaCl 

122, KCl 4.7, NaHCO3 15.5, MgSO4 1.2, glucosa 11.5; KH2PO4 1.2 y CaCl2 2.5, y 

burbujeado con carbógeno (95% O2 y 5% CO2), donde se limpió cuidadosamente de 

grasa y adherencias. Posteriormente se seccionó en anillos de 3-5 mm de longitud. 

Los cayados fueron separados y fijados en formol al 10% para los estudios de las 

alteraciones morfológicas. 

 

Por la luz de los anillos se introdujeron dos alambres finos y rígidos de acero 

inoxidable, uno de los cuales se fijó a la parte inferior del baño y el otro se situó 

paralelamente al anterior, uniéndose a un transductor de fuerza-desplazamiento, 

conectado a su vez a un polígrafo en el que se registraban los cambios de tensión 

condicionados por las contracciones isométricas desarrolladas por las arterias. 
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Después del montaje, estas preparaciones se introdujeron en copas de Allhin que 

contenían 10 ml de solución Krebs-Henseleit burbujeada con carbógeno. Estas copas 

poseen como característica principal una doble pared de vidrio que forma parte de un 

circuito cerrado por cuyo interior circula agua a una temperatura constante de 37 ± 

0.5 ºC en todo su recorrido, gracias a un dispositivo que actúa como bomba y 

termostato al mismo tiempo (Ultra Thermostat KS Colora). La oxigenación se logra 

mediante el burbujeo continuo de  carbógeno en el seno del líquido nutricio, a través 

de un dispositivo situado en  la parte inferior de las copas. A su vez, las copas 

presentan en su parte inferior un sistema de aspiración que permite el lavado de las 

preparaciones (Figura 17). 

 

Los anillos fueron sometidos a una tensión de 1 gramo, y se mantuvieron 

durante un período de estabilización de 90 minutos antes del inicio de los 

experimentos (Tejerina y cols., 1988), renovándose el líquido nutricio cada 20 

minutos y reajustándose la tensión hasta la obtención de un nivel estable.  

 

 

 

                               Figura 17.- Esquema de una copa Allhin. 
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I.2.3.- SISTEMAS DE REGISTRO 

 

Los aparatos utilizados para la transducción y registro de la tensión en los 

anillos de aorta fueron los siguientes: 

 

• Polígrafo Grass modelo 7 de cuatro canales, a través de  transductores fuerza 

desplazamiento, Grass FT0-3. 

 

• Polígrafo Omni Scribe D5000 de dos canales, a través de  transductores fuerza-

desplazamiento, Panlab UF-1. 

 

• Convertidor MacLab A/D (Chart v3.5, A.D Instruments Pty. Ltd., Castle Hill, 

Australia) conectado a un ordenador Macintosh (Ruiz y Tejerina, 1998).  
 

I.3.- DESARROLLO EXPERIMENTAL  
 

I.3.1.- DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS. 

 

        Los niveles plasmáticos de colesterol total, lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) y lipoproteínas de alta densidad (HDL) se determinaron al principio del 

tratamiento y posteriormente una vez al mes, tanto en los grupos control como en los 

grupos tratados con los distintos extractos y fracciones de ajo, por reacción 

colorimétrica y utilizando un kit enzimático comercial (BioMerieux, Marcy, 

Francia).  

 

I.3.1.A.- Determinación de la concentración de colesterol total plasmático. 

 

 La cuantificación del colesterol  total en plasma de rata se realizó usando dos 

reactivos con la siguiente composición:  
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 Reactivo 1 (tampón):    Tampón fosfato ………0.1 mol/l 

                                                   Fenol .……………….15 mmol/l 

                                                   Colato sódico ……...3.74 mmol/l 

                                                   Agente tensoactivo 

 

 Reactivo 2 (enzimas):    Amino-4-antipirina…0.5 mmol/l 

        Peroxidasa ………….≥ 1000 U/l 

        Colesterol oxidasa…..≥   200 U/l 

        Colesterol esterasa….≥   125 U/l 

 

La determinación se basa en la hidrólisis de los ésteres de colesterol por 

acción de la colesterol esterasa. El colesterol libre producido es oxidado por la 

colesterol oxidasa a colesten-4, ona-3 con liberación de H2O2 que se acopla 

posteriormente con amino-4-antipirina y fenol dando lugar a la formación de un 

compuesto coloreado que se detecta por espectrofotometría como un aumento en la 

absorción a 500nm (Henry y cols., 1974). 

 

        

Colesterol esterificado                                                    colesterol + ácidos grasos 

  

                  Colesterol                                                      colesten-4, ona-3 + H2O2 

H2O2 + fenol + amino-4 antipirina                                  quinoneimina + 4 H2O 

 

I.3.1.B.- Determinación de la concentración plasmática de LDL. 

 

La cuantificación de LDL colesterol en plasma de rata se realizó utilizando 

tres reactivos con la siguiente composición: 

 

 

Peroxidasa 

Colesterol esterasa 

Colesterol oxidasa 
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Reactivo 1:               Surfactante aniónico policíclico……0.4 g/l 

(Reactivo precipitante         Surfactante aniónico policíclico 

de las LDL)                          policondensado …………………….0.8 g/l 

             Dioxano polisustituído ………12.4 mmol/l 

  

        Reactivo 2:                   Citrato trisódico ………………..0.15 mol/l 

(Reactivo solubilizante         Cloruro sódico …………………0.11 mol/l 

de las LDL) 

  

        Reactivo 3:                   Colesterol libre + esterificado……1 mmol/l  

(Calibración LDL 

colesterol)                

 

 

La determinación consiste en conseguir en primer lugar la precipitación específica de 

las lipoproteínas LDL y su separación por ultracentrifugación. Tras ser solubilizadas 

se lleva a cabo la misma reacción de coloración que en el caso del colesterol total.  

 

I.3.1.C.- Determinación de la concentración plasmática de HDL. 

 

La determinación cuantitativa de HDL colesterol en plasma de rata se realizó 

utilizando dos reactivos con la siguiente composición: 

 

Reactivo 1:               Ácido fosfotúngstico ………………….40 g/l 

(Reactivo precipitante)        MgCl2 6 H2O …………………….…..100 g/l 

           pH 6.2 

 

           Reactivo 2:               Colesterol libre + esterificado…….1.3 mmol/l 

(Calibración HDL 

colesterol) 

 



                                                                                     MATERIAL Y MÉTODOS 
                                                                                             Estudio crónico ex vivo 
 

 99

Los quilomicrones y las lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) y de 

baja densidad (LDL) contenidos en la muestra precipitan al añadir ácido 

fosfotúngstico en presencia de iones magnesio. El sobrenadante obtenido tras la 

centrifugación contiene las lipoproteínas de alta densidad (HDL) cuyo colesterol se 

determina de igual forma que en el caso de la determinación del colesterol total 

plasmático. 

 

I.3.2.- DETERMINACIÓN DEL PESO CORPORAL Y DE LOS ÓRGANOS. 

 

A lo largo del tratamiento, se determinó el peso corporal de cada rata con el 

fin de ajustar las dosis de ajo administrada, y una vez sacrificados los animales 

fueron pesados el corazón, el hígado y los riñones de las ratas control y de las 

tratadas. 

 

El peso de los distintos órganos se expresó como la relación entre el peso del 

órgano aislado y el peso total de la rata. 

 

I.3.3.- ESTUDIO MORFOMÉTRICO DE LAS MUESTRAS DE AORTA. 

 

Los cayados que habían sido fijados en formol al 10% se lavaron con agua 

durante 48 horas y posteriormente se tiñeron con tetróxido de osmio (Saso y cols., 

1992) al 1% en solución saturada de bicloruro de mercurio durante 24 horas. 

Posteriormente se lavaron con agua durante 12 horas y a continuación fueron 

sumergidas en etanol absoluto durante 2 horas y nuevamente fueron lavadas con 

agua. El método de la tinción con osmio fue seleccionado por ser una técnica 

específica para la detección de lípidos (McManus y Mowry, 1968). La superficie 

macroscópica interior de los cayados se fotografió empleando un esteromicroscopio 

Wild M3Z. Las fotografías así obtenidas fueron morfológicamente analizadas 

utilizando un planímetro semicuantitativo CUE2. En todas las muestras se determinó 

el % de superficie total cubierta por lesiones ateroscleróticas. 
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I.3.4.- REACTIVIDAD VASCULAR EN ARTERIA AORTA 

 

I.3.4.A.- Efecto del ajo sobre la contracción inducida por potasio y 

noradrenalina. 

 

Tras el período de estabilización, los anillos fueron sometidos a una 

concentración única submáxima de KCl (80mM) y NA (10-6 M). Las concentraciones 

submáximas eran elegidas a partir de experimentos preliminares con el fin de 

producir respuestas contráctiles aproximadamente equipotentes. 

 

I.3.4.B.- Efecto del ajo sobre la relajación endotelio dependiente y endotelio 

independiente 

 

Las arterias procedentes tanto del grupo control  como de los tratados, fueron 

contraídas, tras la estabilización de la tensión, con concentraciones submáximas de 

NA (10-6 M). Tras alcanzar en la respuesta contráctil una meseta estable se realizaron 

curvas concentración respuesta a acetilcolina (ACh) (relajación endotelio-

dependiente) o a nitroprusiato sódico (NPS) (relajación endotelio-independiente). 

Para ello se añadieron concentraciones acumulativas y crecientes (10-8 M- 10-5M) de 

ACh ó NPS. 
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II.- ESTUDIO IN VITRO : ESTUDIO DE LAS FRACCIONES Y EXTRACTOS 

DE AJO SOBRE EL MÚSCULO LISO VASCULAR 

 

II.1.- OBTENCIÓN Y MONTAJE DE LOS ÓRGANOS 

 

Para realizar este estudio utilizamos como animales de experimentación ratas 

machos wistar de pesos comprendidos entre 250.0±20.5g (ANUC Universidad 

Complutense, Madrid). Los animales fueron anestesiados con etil éter y sacrificados 

por exanguinación por corte de la carótida, procediéndose seguidamente a la 

extracción y montaje de los órganos. 

 

II.1.1.- ARTERIA AORTA 

 

La aorta se extrajo y se montó de igual forma que la indicada en el caso del 

estudio crónico ex vivo (Figura 17). 

 

II.1.2.- ARTERIA MESENTÉRICA 

 

La obtención de la arteria mesentérica se realizó mediante una laparotomía 

media, dejando al descubierto el paquete intestinal, procediéndose a la disección de la 

membrana mesentérica pegada a la pared del intestino, correspondiente a los 5-6 cm de 

la porción distal del intestino delgado próximo al ciego. Seguidamente se colocaba en 

una placa de Petri con solución PSS  de la siguiente composición (mM): NaCl 140, KCl 

4.6, MgCl2 1, CaCl2 1.5, glucosa 10 y HEPES 5, previamente burbujeada con oxígeno 

(5% CO2 + 95% O2  para mantener el pH a 7.4) a 37 ± 0.5°C. Dentro de la placa y bajo 

una lupa binocular se aislaba la cuarta rama de la arteria mesentérica superior (150-200 

µm de diámetro interior) procediéndose a limpiarla cuidadosamente de grasas y 

adherencias. Después de limpiar la arteria, se seccionaba, aislándose segmentos 

cilíndricos de 2 mm de longitud, procediéndose al montaje de la arteria (Mulvany y 

Halpern 1977). Se introducían a través del anillo arterial dos hilos de tungsteno de 40 

µm, que permitían la fijación de la preparación al baño. Este sistema estaba conectado a 
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un transductor y este a su vez a un registro en el que se registraban los cambios de 

tensión. Las preparaciones obtenidas se sometieron a la tensión que permitía obtener un 

diámetro de 0.9 veces el diámetro del vaso a una presión transmural de 100 mmHg 

(Mulvany y Halpern, 1977) y se dejaban estabilizar durante 30 min, en una solución 

PSS previamente burbujeada con oxígeno y mantenida a 37 ± 0.5ºC. Durante este 

período se realizaban lavados de la preparación a intervalos de 10 min, reajustándose la 

tensión hasta la obtención de un nivel estable (Figura 18). 

 

 

Figura 18.- Esquema de un miógrafo 

 

 

II.1.3.- SISTEMAS DE REGISTRO 

 

Los aparatos utilizados para la transducción y registro de la tensión en los 

anillos de aorta fueron los mismos empleados en el estudio crónico. 

 

En el caso de la arteria mesentérica, se usó como aparato de montaje y 

registro:  
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• Muti Myograph system-610M conectado a un ordenador PC con programas 

Myodaq Acquisition y Myodata Analysis (Danish Myo Technology). 

 

II.2.- DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 

II.2.1.- ARTERIA AORTA 
 

II.2.1.A.- Basales 

 

En un primer grupo de experimentos se ensayó el efecto los extractos y 

fracciones estudiados sobre la tensión basal en arterias aorta. Para ello, tras la 

estabilización de la tensión durante el tiempo correspondiente, se añadió a la 

preparación cantidades progresivamente crecientes y acumulativas de los distintos 

extractos y fracciones de ajo estudiados (30µg/ml-750µg/ml). Las diferentes 

concentraciones utilizadas se eligieron basándonos en un estudio similar realizado 

por Fallon y cols. en 1998 y tras realizar también nuestro grupo ensayos previos con 

amplios márgenes de dosis. Para permitir que cada dosis ejerciera su efecto máximo 

se dejaba actuar durante 15 minutos antes de añadir la concentración inmediatamente 

superior. De manera paralela se estudió el efecto producido por el vehículo (DMSO) 

en el caso de las fracciones 20-100.  

 

II.2.1.B.- Relajación de la contracción inducida por NA y KCl. 

 

En otro grupo de experimentos, la arteria aorta se contrajo con una 

concentración submáxima de NA (10-6 M) ó KCl (80mM). Una vez alcanzada una 

respuesta contráctil estable, se añadieron concentraciones progresivamente crecientes 

y acumulativas de los distintos extractos y fracciones de ajo estudiados (30µg/ml-

750µg/ml) y se dejaba actuar durante 15 minutos antes de añadir la concentración 

inmediatamente superior. Así mismo, se estudió la relajación de la contracción 

producida por el vehículo (DMSO) en el caso de las fracciones 20-100.  
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II.2.1.C.- Inhibición de la contracción producida por NA y KCl. 

 

Tras el periodo de estabilización, las arterias se sometieron a la acción de una 

concentración única de NA (10-6 M) o KCl (80mM). Estas respuestas control fueron 

obtenidas tras 30 minutos de contracción con ambos agentes vasoconstrictores. A 

continuación el vasoconstrictor se eliminaba del baño mediante sucesivos lavados 

con solución Krebs-Henseleit, y tras 30 minutos de lavado, se añadía al medio la 

dosis deseada de los diferentes extractos de ajo o vehículo, y se dejaba actuar durante 

15 minutos. A continuación se añadía nuevamente el agente vasoconstrictor, y así 

sucesivamente se repitió este protocolo experimental con las diferentes dosis de 

extracto (30µg/ml-750µg/ml). 

 

Las respuestas contráctiles máximas obtenidas a los 30 minutos con los 

agonistas NA y KCl en presencia de las distintas concentraciones de extracto, se 

porcentuaron respecto a la máxima contracción obtenida con los agonistas en 

ausencia de los extractos de ajo. 

 

A la vista de los resultados obtenidos, que se detallarán más adelante, 

decidimos estudiar con mayor detalle la fracción RG 20-100, y su posible 

mecanismo de acción en arteria aorta: 

 

II.2.1.D.- Efecto de la incubación con L-NAME o Indometacina sobre la 

relajación de la contracción inducida por NA producida por RG 20-100 

 

Con el fin de estudiar si la relajación de la contracción inducida por NA que 

producía RG 20-100 era debida a la acción del óxido nítrico y/o de las 

prostaglandinas procedimos a inhibir su síntesis, con  L-NAME (inhibidor de la NO 

sintasa), y con Indometacina (inhibidor de la síntesis de prostaglandinas). Para ello, 

se realizó una primera curva de relajación con ACh (10-8-10-5) con el fin de 

comprobar la existencia de endotelio intacto, a continuación, se lavaron las 

preparaciones y tras 30 minutos se incubaron con una dosis de L-NAME de 3x10-4M 

o de Indometacina 10-6 M durante 20 minutos más. Seguidamente se contrajeron las 
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arterias con NA 10-6 M y tras alcanzar una meseta estable, se añadieron 

concentraciones crecientes de RG 20-100 (30µg/ml-750µg/ml). 

 

II.2.1.E.- Relajación de la contracción inducida por NA en arterias sin endotelio 

con RG 20-100. 

 

Para corroborar el posible mecanismo de acción independiente de endotelio, 

se procedió a denudar el endotelio siguiendo la técnica de Furchgott y Zawadzki 

(1980), y a continuación se contrajeron las arterias con NA 10-6 M, se añadieron 

concentraciones progresivamente crecientes y acumulativas de los distintos extractos 

y fracciones de ajo estudiados (30µg/ml-750µg/ml) y se procedió del mismo modo 

que en el apartado II.2.1.B. 

 

II.2.1.F.- Efecto de RG 20-100 sobre la curva de NPS 

 

Para estudiar más extensamente la acción de RG 20-100 sobre el músculo liso 

vascular, procedimos a estudiar la acción que producía esta fracción (dosis: 100 y 300 

µg/ml) sobre la relajación de la contracción producida por NPS (donador de NO, 

independiente de endotelio). Para ello, contrajimos las arterias, tras el periodo de 

estabilización, con NA 10-6 M, a continuación se relajaron con dosis crecientes de NPS 

(10-8 M-10-4 M). Este protocolo se repitió a continuación habiendo incubado 

previamente las arterias durante 15 minutos con las diferentes dosis de RG 20-100. 

Asimismo, se realizaron controles con el vehículo  (DMSO) usando dosis equivalentes 

a las utilizadas al diluir la fracción de ajo.  

 

II.2.1.G.- Efecto de RG 20-100 sobre las contracciones inducidas por Ca2+ en 

aorta previamente despolarizada 

 

En este grupo de experimentos los anillos de aorta de rata se estabilizaron 

durante 2 h en solución nutricia carente de Ca2+ [Krebs 0Ca + EGTA(10-5M)]. 

Durante estas 2 h se lavaron las arterias con esta solución cada 20 min. Al cabo de 

este tiempo, se añadió al baño KCl 80 mM con el fin de despolarizar la membrana 
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celular y producir la apertura de canales de Ca2+. Tras alcanzar la máxima 

contracción, la concentración extracelular de Ca2+ se aumentó de forma progresiva 

desde 1 mM hasta 5 mM, (Tejerina y cols., 1988; Chuliá y cols., 1995). Este 

procedimiento permitía obtener una curva dosis-respuesta al Ca2+. Una vez obtenida 

la curva control, las preparaciones se lavaban con solución Krebs 0Ca durante 1 h 

cambiando el medio cada 20 minutos, a continuación se añadió al baño la fracción 

RG 20-100 en tres concentraciones distintas (100, 300 y 500 µg/ml) y se incubaba 

durante 15 min., al cabo de los cuales se repitió la curva anteriormente descrita. De 

esta manera, se observaba el efecto de la fracción sobre la entrada de Ca2+ 

extracelular. 

 

Asimismo para comprobar que el Ca2+ había sido eliminado correctamente 

del medio, en otro grupo paralelo de arterias control se realizó una contracción con 

KCl 80 mM en medio Krebs normal con el fin de comparar la respuesta a este agente 

vasoconstrictor en un medio carente de Ca2+.  

 

Los resultados se expresaron como porcentaje de la contracción control 

máxima inducida por Ca2+ 5 mM. 

 

II.2.1.H.- Efecto de RG 20-100 sobre la movilización de Ca2+ intracelular. 

 

Para comprobar si esta fracción producía también un efecto sobre el calcio del 

retículo sarcoplásmico, realizamos un grupo de experimentos descritos previamente 

por Hester y cols. en 1987. Para ello, en una primera parte del experimento, los 

anillos de aorta se contrajeron con NA (10-6 M) en medio Krebs normal para obtener 

una contracción control en la que estuviera implicado tanto el calcio extracelular 

como el del retículo sarcoplásmico; a continuación se lavaron las preparaciones 

durante 1 hora con medio Krebs 0Ca con EGTA (10-5M) retirando así el agente 

vasoconstrictor. Con este medio exento de calcio observaríamos la implicación del 

calcio únicamente intracelular al contraer nuevamente con NA (10-6 M). Tras otro 

lavado de las preparaciones se volvió a inducir una nueva contracción con (10-6 M), 
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que sería mucho menor al encontrarse los depósitos de calcio intracelular 

prácticamente vacíos. 

 

En una segunda parte del experimento, se repitió el protocolo pero esta vez 

los anillos se incubaban en el primer lavado con Krebs 0Ca, con la dosis 

correspondiente de RG 20-100 (100, 300 y 500 µg/ml) durante los últimos 15 min. 

 

II.2.2.- ARTERIA MESENTÉRICA 

 

II.2.2.A.- Basales 

 

En un primer grupo de experimentos se ensayó el efecto de los extractos y 

fracciones estudiados sobre la tensión basal en arteria mesentérica. Para ello, tras la 

estabilización de la tensión durante el tiempo correspondiente, se añadió a la 

preparación cantidades progresivamente crecientes y acumulativas de los distintos 

extractos y fracciones de ajo estudiados (30µg/ml-750µg/ml) dejando actuar a cada 

una durante un periodo de 15 min. De manera paralela se estudió el efecto producido 

por el vehículo (DMSO) en el caso de las fracciones 20-100.  

 

II.2.2.B.- Relajación de la contracción inducida por NA y KCl. 

 

De igual manera que en la aorta, la arteria mesentérica se contrajo con una 

concentración submáxima de NA (10-5M) ó KCl (80mM). Una vez alcanzada una 

respuesta contráctil estable, se añadieron concentraciones progresivamente crecientes 

y acumulativas de los distintos extractos de ajo estudiados o del vehículo (30µg/ml-

750µg/ml). Para permitir que cada dosis ejerciera su efecto máximo se dejaba actuar 

durante 15 minutos antes de añadir la concentración inmediatamente superior. 

 

II.2.2.C.- Inhibición de la contracción producida por NA y KCl. 

 

 Se repitió el mismo protocolo experimental que en la arteria aorta excepto la 

concentración de NA utilizada que fue 10-5 M. 
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Las respuestas contráctiles máximas obtenidas a los 30 minutos en presencia 

de las distintas concentraciones de extracto se porcentuaron respecto a la máxima 

contracción obtenida en ausencia del mismo. 

 



                                                                                      MATERIAL Y MÉTODOS 
                                                                                                       Cultivos celulares 
 

 109

III.- CULTIVOS CELULARES: EFECTO DE RG 20-100 SOBRE CÉLULAS 

MUSCULARES LISAS DE AORTA DE RATA. 

 

III.1.- OBTENCIÓN DE CÉLULAS MUSCULARES LISAS DE AORTA.  

 

 Las células fueron aisladas de las aortas de ratas normales wistar de pesos 

comprendidos entre 200.0±20.5g (ANUC Universidad Complutense, Madrid) por 

medio de digestión enzimática usando un medio con colagenasa (Leduc y Meloche, 

1995).  

 

Tras extraer la aorta, se introdujo en un medio de la siguiente composición: 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM-glutamax) suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (FBS) y antibiótico-antimicótico (ATB) al 2%. A continuación se 

limpió de grasa y coágulos, se quitó la capa adventicia para eliminar los fibroblastos 

y la capa endotelial raspando el interior. Esto se llevó a cabo en una campana de flujo 

laminar vertical previamente esterilizada. Las células se obtuvieron por digestión 

enzimática usando un medio estéril conteniendo: DMEM-glutamax suplementado 

con albúmina bovina 0.1-0.2%, ATB 2% y colagenasa 4.5mg/ml. Las células 

musculares obtenidas una vez lavadas del medio con colagenasa, fueron cultivadas 

en DMEM-glutamax suplementado con 10% de FBS y ATB al 1%, se emplearon los 

pasajes comprendidos entre el 4-8. Se mantuvieron en una estufa acondicionada con 

un 5% de CO2 y a 37ºC. 

  

III.2.- DESARROLLO EXPERIMENTAL 

 

III.2.1.- PROLIFERACIÓN CELULAR. 

 

Se sembraron 1000 células/pocillo en placas estériles de 96 pocillos con un 

volumen final de 100µl de medio DMEM al 10% de FBS y 1% ATB por pocillo, en 

una atmósfera humidificada a 37ºC y CO2 al 5%. Tras 24 h de incubación necesarias 

para permitir que las células se pegaran, se cambió el medio de cultivo por el mismo 

medio al que se le añadió distintas concentraciones de ajo (30µg/ml–1µg/ml) 
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previamente filtrado por un filtro de 0,22µ, o bien por medio sólo al 10%FBS + 

vehículo (DMSO) usado como control. Asimismo se mantuvo un número de células 

sin estimulo proliferativo usando un medio DMEM con 0.4% de FBS + 1% ATB 

usándolas como control. Las concentraciones de ajo fueron elegidas basándonos en 

estudios anteriores con extractos similares (Geng y Lau., 1997) y previo ensayo con 

un amplio margen de dosis eligiendo aquellas que no resultaban claramente tóxicas 

para el desarrollo celular. 

 

A los 3, 5 y 8 días de tratamiento, el experimento se reveló usando 50µl del 

reactivo XTT por pocillo (concentración final de 0.3 mg/ml), incubando durante 4 h 

en estufa. El principio de la reacción se basa en la escisión de la sal amarilla de 

tetrazolio (XTT) para formar un tinte naranja de formazan, escisión que sólo ocurre 

debido a las células metabólicamente activas. El tinte de formazan formado es 

soluble en solución acuosa y fue directamente cuantificado con un lector de ELISA a 

una longitud de onda entre 450-500 nm. Los resultados se expresaron en función de 

la absorbancia producida por cada dosis de ajo a esa longitud de onda. 

 

Asimismo realizamos la medida de la absorbancia de las células pegadas a las 

24 horas de su siembra (día 1). 

 

III.2.2.- TOXICIDAD CELULAR: LDH 

 

Para la determinación de la toxicidad producida por RG 20-100 sobre las 

células musculares lisas, se midió el enzima lactato deshidrogenasa (LDH). La LDH 

es un enzima que se localiza en el citosol y cataliza la transformación de lactato a 

piruvato, con la consiguiente generación de NADH. Cuando existe una lisis celular, 

la LDH va a ser liberada al medio extracelular, siendo éste un parámetro que informa 

de la cuantía del daño celular producido. 

 

La medida de la actividad de la LDH se basa en la disminución de la 

absorbancia de NADH a 340 nm, utilizando piruvato como sustrato de la reacción. El 

enzima presente en la muestra estudiada cataliza la reducción del piruvato a lactato, 
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con la consiguiente oxidación de NADH a NAD+, que se mide por absorbancia a 340 

nm, típica del NADH (Young Koh y Choi, 1987). La desaparición de NADH se 

midió durante 2,5 min. a intervalos de 15 seg. 

 

                NAD+  +  Lactato                         Piruvato  +  NADH 

 

Para el estudio experimental se sembraron 40000 células por pocillo en placas 

de 12 pocillos, son un volumen final de 800 µl de DMEM-glutamax, 10% FBS y 1% 

ATB. Al cabo de 24 h, necesarias para que las células se peguen, se procedió de la 

siguiente manera: 

 

• En una placa, tras lavar las células con PBS, se cambió el medio de todos los 

pocillos por medio DMEM-glutamax con 1% ATB y 2% suero de caballo 

(Sigma) ya que el medio FBS al 10% o al 2%, interfería con la lectura de LDH. 

En parte de los pocillos se añadió RG 20-100 (30µg/ml-1µg/ml) (previamente 

filtrado) dejando pocillos control que contenían sólo el medio anteriormente 

descrito más el vehículo (DMSO).  El sobrenadante de estos pocillos (100 µl), 

transcurridos los tiempos establecidos (24, 48 y 72 h),  se traspasó a una placa de 

96 pocillos para la determinación en un lector de ELISA a 340 nm de la LDH, 

para ello, se añadió a cada muestra ácido pirúvico (0.2 mg/ml) disuelto en bufer 

fosfato a pH 7.5 y NADH (0.5 mg/ml). Cada dosis se midió por cuadruplicado. 

El lector de ELISA estaba conectado a un ordenador PC y al programa Softmax 

para el registro de los datos obtenidos. 

 

• Una vez recogido el sobrenadante necesario para la medición de LDH, se 

congelaron y descongelaron rápidamente las células de la placa de 12 pocillos, 

con el fin de producir una lisis total de las mismas, y medir la cantidad total de 

LDH en este tipo de células. 

 

 

 

LDH
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• Asimismo, otra placa de 12 pocillos fue usada como control sin células para 

comprobar que ni el medio de cultivo ni la fracción de ajo en las distintas dosis 

usadas interferían con la lectura de LDH. 

 

III.2.3.- CICLO CELULAR Y SÍNTESIS DE DNA.  

 

Las células fueron tripsinizadas usando tripsina-EDTA y sembradas en 

botellas F-75 en una densidad de 300.000 células/botella. Tras alcanzar 

aproximadamente un 95% de confluencia, se procedió a sincronizarlas en la misma 

fase del ciclo celular. Para ello, se ayunaron usando un medio DMEM con un 0.4% 

FBS y ATB al 1% durante 48-52 horas. Una vez quiescentes, se estimularon las 

células incubando durante 18 h más de la siguiente manera: 

 

• Control normal estimulado: con medio conteniendo 10% FBS y 1% ATB 

+ vehículo (DMSO). 

 

• Control sin anticuerpo: conteniendo 10% FBS y 1% ATB + vehículo 

(DMSO). A estas células no se les añadiría posteriormente en el revelado 

el anticuerpo IgG. 

 

• Control no estimulado: 0.4% FBS y 1% ATB + vehículo (DMSO). De 

esta manera comprobaríamos si las células habían sido correctamente 

sincronizadas en la misma fase del ciclo celular. 

 

• Células tratadas con RG 20-100: 10% FBS y 1% ATB + RG 20-100 

(30µg/ml y 10µg/ml)(previamente filtrado). 

 

 Durante las dos últimas horas de estímulo se agregó al medio 

bromodeoxiuridina (BrdU)(Amersham), un análogo de la timina, que se incorpora al 

DNA de la célula en una concentración final de 3µl/ml. Al finalizar el estímulo las 

células se levantaron con tripsina y se fijaron con etanol al 70% y paraformaldehido 



                                                                                      MATERIAL Y MÉTODOS 
                                                                                                       Cultivos celulares 
 

 113

al 0.25%. Una vez lavadas con PBS, las células se incubaron con RNAasa (0.5 

mg/ml) durante 15 min a 37ºC, con el fin de destruir el RNA para que no interfiriera 

posteriormente, a continuación después de lavarlas, se añadió HCl 0.1M para 

desnaturalizar el DNA,  se lavaron con PBS y al pellet se le añadió agua miliQ y se 

sometieron a baño María durante 5 min con el fin de desnaturalizar aún más el DNA, 

se sumergieron las muestras en una mezcla de agua-hielo (previene la 

renaturalización del DNA), y una vez frías se añadió 5 ml del buffer SSC para hacer 

las membranas porosas, a continuación y tras centrifugar, se procedió a la 

determinación inmunocitoquímica añadiendo un anticuerpo monoclonal anti-BrdU 

(Amersham) durante 1 h. Finalmente, las células se incubaron con un anti-mouse IgG 

FITC (isotiocianato de fluoresceina)(Sigma) durante 20 min, excepto en el control 

sin anticuerpo, tras los cuales se añadió SSC para lavar las células y el pellet se 

resuspendió en ioduro de propidio (IP) al 0.05% en PBS. El análisis por citometría de 

flujo se realizó con un citómetro de flujo FACScan (Benton-Dickinson) flow 

cytometer equipado con un láser de argón de 15mW emitiendo a 488nm.  

 

Para estudiar la proporción de células en las distintas fases del ciclo celular, 

se midió el contenido de DNA (células marcadas con IP, fluorescencia roja) en las 

fases G0/G1, S (síntesis) y G2/M. Para estudiar la síntesis de DNA, se midieron las 

células marcadas con el fluorocromo FITC (fluorescencia verde) en cada fase del 

ciclo celular. La fluorescencia del PI se seleccionará mediante un filtro de 600 nm 

LP. Asimismo, se usó un filtro de 514 nm BP para la fluorescencia verde. Se medían 

10000 células por muestra y un módulo discriminador doble se usó para detectar sólo 

células individuales (Gratzner y cols., 1975; Dolbeare y cols., 1983; Dolbeare y cols., 

1985). 
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IV.- FÁRMACOS Y PRODUCTOS QUÍMICOS UTILIZADOS. 

 

IV.1.- LÍQUIDOS NUTRICIOS. 

 

 Solución Krebs-Henseleit  

La composición de la solución de Krebs utilizada como líquido nutricio en los 

experimentos fue  (mM):  

 

NaCl  ……………….118 

KCl   ...……………... 4.7 

CaCl2  ……………… 2.0 

KH2PO4  …………….1.2 

MgSO4  …………….. 1.2 

NaHCO3  …………...15.5 

Glucosa  ……………11.5 

Agua desionizada y destilada para completar 1000 ml. 

 

Solución Krebs-Henseleit 0 Ca (mM) 

 

NaCl  ……………….118 

KCl   ...……………... 4.7 

KH2PO4  …………….1.2 

MgSO4  …………….. 1.2 

NaHCO3  …………...15.5 

Glucosa  ……………11.5 

Agua desionizada y destilada para completar 1000 ml. 

 

Solución PSS (mM): 

 

NaCl  ………………139 

KCl  ………………….5 

MgCl2  …………….0.98 
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CaCl2  …………….1.15 

Glucosa  ……………. 9 

Hepes  ……………….5 

Agua desionizada y destilada para completar 1000 ml. El pH era ajustado a 

7.35. 

 

Buffer fosfato PBS (10x) (gr) 

 

NaCl  ……………….80 

KCl  ………………….2 

Na2HPO4-2H2O  ….18.05 

KH2PO4  ……………2.4 

Na2EDTA …………37.4 

Agua desionizada y destilada hasta 1000 ml. El pH se ajustó a 7.4. La dilución 

usada en los experimentos fue 1x, que se obtuvo diluyendo la 10x 10 veces. 

 

SSC 

 

PBS + 0.5% Tween 20 

 

IV.2.- REACTIVOS QUÍMICOS UTILIZADOS. 

 

 Reactividad vascular 

 

En nuestros experimentos hemos usado los siguientes reactivos: 

- Bitartrato de noradrenalina (NA) (Sigma) 

- Cloruro de potasio (KCl) (Merck) 

- Acetilcolina (Ach) (Sigma) 

- Nitroprusiato sódico (NPS) (Sigma) 

- Nw-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) (Sigma) 

- Indometacina (Sigma) 

- Cloruro cálcico (Ca2+)(Merck) 
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- Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma) 

 

Las soluciones madre de NA, NPS, Ach, L-NAME y Cloruro cálcico se 

prepararon diariamente en agua desionizada y destilada, se mantuvieron en hielo 

durante el experimento y se protegieron de la luz. Con el fin de prevenir la oxidación, se 

añadió ácido ascórbico (10-4M) a las soluciones madre de NA. La solución madre de 

Indometacina (10-2M) se disolvió usando DMSO, pero usando finalmente en el baño la 

concentración de 10-6M, conteniendo así una concentración mínima de DMSO.  

 

Cultivos celulares 

 

• Medio de Cultivo  

Dulbecco’s MEM with Glutamax-I (DMEM-Glutamax) (Gibco BRL) 

Suero fetal bovino (FBS) (Gibco BRL) 

Suero de caballo (Sigma) 

Antibiótico-Antimicótico (ATB): Penicilina G, Sulfato de estreptomicina, 

anfotericina B. (Gibco BRL) 

• Tripsina-EDTA (1x) (Gibco BRL) 

• Proliferación celular: 

Reactivo XTT (Roche Diagnostics) 

• LDH 

Ácido pirúvico (Sigma) 

NADH (Sigma) 

• Ciclo celular 

5’ bromo 2 deoxiuridina (BrdU) (Amersham) 

Anti-5’ bromo 2 deoxiuridina (Anti BrdU) (Amersham) 

Antimouse IgG FITC (isotiocianato de fluoresceina) (Sigma) 

Paraformaldehído (Merck) 

Rnasa T1 (Boehringer Mannheim) 

Ácido clorhídrico (Merck) 

Ioduro de propidio (IP) (Sigma) 
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IV.3.- EXTRACTOS Y FRACCIONES DE AJO. 

 

Para obtener las distintas dosis de los extractos y fracciones de ajo utilizadas 

en el estudio, se disolvieron de la siguiente manera: 

 

-Estudio Crónico:  - RG/FG 20-20; RG/FG 20-100; RG/FG 20-W;        

                                             RG/FG EXT:  en agua desionizada y destilada. 

 

 -Estudio Agudo:    - RG/FG 20-20: en solución Krebs-Henseleit. 

-RG/FG 20-100: se disolvió en la cantidad mínima de 

DMSO y se completó con solución Krebs-Henseleit  

- RG/FG EXT: en solución Krebs-Henseleit. 

                            

Las diluciones se sometían a agitación constante hasta su total disolución. Se 

mantenían en nevera (estudio crónico) o en hielo (estudio agudo) y protegidas de la 

luz. En el caso de las fracciones 20-100 usadas en el estudio crónico, al no poder usar 

DMSO por ser tóxico para los animales, se obtuvo una suspensión y no una 

disolución. Al realizar los experimentos en medio Krebs 0Ca del estudio agudo, la 

fracción RG 20-100 se disolvió con Krebs 0Ca+DMSO. 

 

V.- ANALISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

 

Los datos experimentales han sido expresados como la media ± error estándar 

de la misma (ξ ± E.S.M.) para un determinado número (n) de experimentos. La 

comparación de las medias se realizó utilizando un test ANOVA de dos vías para la 

comparación de gráficas de líneas y de una vía para gráficas de barras, 

considerándose significativas aquellas diferencias en las que p<0.05. Los cálculos se 

realizaron empleando el programa Statgraphics Plus para Windows versión 4.0. 
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I.- ESTUDIO CRÓNICO EX VIVO: EFECTO DE LAS FRACCIONES Y 

EXTRACTOS DE AJO SOBRE EL DESARROLLO DE LA 

ATEROSCLEROSIS EN RATAS HIPERCOLESTEROLÉMICAS. 

 

I.1.- DETERMINACIÓN DEL PESO CORPORAL. 

 

El protocolo experimental se llevó a cabo con 8 ratas en cada grupo. Las 

dietas fueron bien aceptadas y durante el período experimental no se observaron 

diferencias significativas entre los pesos corporales de las ratas pertenecientes a los 

distintos grupos (Figura 19). 

 

Figura 19.- Peso corporal de las ratas de los distintos grupos al final del 

tratamiento. Cada barra representa la media ± ESM de cada grupo (n = 8).    
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I.2.- DETERMINACIÓN DEL PESO DE DISTINTOS ÓRGANOS 

 

Tras ser sacrificados los animales en el 4º mes de tratamiento, fueron extraídos 

el corazón, hígado y riñones para después ser pesados. No se observaron diferencias 

significativas en el peso del corazón entre los distintos grupos (Figura 20), sin 

embargo, el peso de los riñones y el hígado fue significativamente mayor en los 

grupos tratados con colesterol (p<0.05 y p<0.001, respectivamente) (Figura 21). 

Todos los extractos y fracciones de ajo fueron capaces de evitar este aumento del 

tamaño del hígado (p<0.001 con RG 20-100, RG 20-20, RG EXT y FG 20-

W)(p<0.01 con FG 20-100, FG 20-20, FG EXT y RG 20-W). El aumento del peso 

del riñón sólo se previno con RG 20-100 y RG EXT ( p<0.05).  

 

Figura 20.- Relación Peso órgano/Peso corporal de las ratas de los distintos grupos 

al final del tratamiento. Cada barra representa la media ± ESM de cada grupo (n = 

8). 
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Figura 21.- Relación Peso órgano/Peso corporal de las ratas de los distintos grupos 

al final del tratamiento. + p<0.05, +++ p<0.001 vs control; * p<0.05, ** p<0.01, 

*** p<0.001 vs hipercolesterolémico. Cada barra representa la media ± ESM de 

cada grupo (n = 8). 
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I.3.- DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS 

 

I.3.1.- DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE COLESTEROL 

TOTAL PLASMÁTICO 

 

Al principio del estudio la concentración de colesterol total plasmático de las 

ratas wistar de 200.0±20.5g usadas en el estudio, fue de alrededor de 69.8 ± 0.7 

mg/dl, y no se produjeron diferencias significativas entre el grupo control y el 

alimentado con una dieta rica en colesterol a lo largo de los 3 primeros meses de 

tratamiento; sólo al llegar al 4º mes se produjo un incremento de la concentración 

plasmática de colesterol en el grupo hipercolesterolémico respecto al control (66.5 ± 

4.4 mg/dl, 102.1 ± 12.2 mg/dl en el grupo control e hipercolesterolémico 

respectivamente).  

 

Asimismo, al cuarto mes de tratamiento, en los grupos alimentados con los 

extractos y fracciones de ajo, se produjo una disminución del colesterol total, 

obteniendo valores de 58.8 ± 4.6 mg/dl (RG 20-20), 67.3 ± 6.6 mg/dl (RG 20-100), 

71.1 ± 3.1 mg/dl (RG EXT), 74.5 ± 4.4 mg/dl (FG 20-100), 75.6 ± 4.4 mg/dl (FG 20-

W), 77.7 ± 2.3 mg/dl (FG 20-20), 81.8 ± 6.2 mg/dl (RG 20-W) y 88.5 ± 6.8 mg/dl 

(RG EXT). Podemos resumir en una tabla la evolución del colesterol total a lo largo 

de los 4 meses (Tabla 5): 
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Grupo 0 meses 1 mes 2 meses  3 meses  4 meses 

Control 72.8±4.5 64.4±3.2 65.6±2.3 66.5±3.1 66.5±4.4 

Hipercol. 71.4±3.2 58.1±2.8 67.0±2.2 62.8±1.9 102.1±12.2 

RG 20-100 68.5±3.1 67.5±4.2 74.7±5.2 81.7±7.6 67.3±6.6 

RG 20-20 66.1±2.5 49.9±3.1 59.9±2.2 71.9±3.8 58.8±4.6 

RG 20-W 70.4±1.3 68.1±5.3 81.7±5.5 78.8±1.4 81.8±6.2 

RG EXT 67.4±4.0 72.2±4.6 58.1±2.1 56.2±3.8 71.1±3.1 

FG 20-100 69.5±2.1 56.1±3.3 55.4±2.1 56.7±3.9 74.5±4.4 

FG 20-20 71.8±3.0 59.1±1.5 67.9±3.7 65.4±2.4 77.7±2.3 

FG 20-W 68.2±2.9 63.7±1.7 57.5±3.5 65.3±4.1 75.6±4.4 

FG EXT 72.0±3.0 73.7±3.3 93.1±7.3 86.3±3.7 88.5±6.8 

 

Tabla 5.- Concentraciones plasmáticas de colesterol total expresadas en mg/dl a 

largo de los 4 meses de evolución del tratamiento, en el grupo control no tratado, el 

grupo hipercolesterolémico (0.5% colesterol) y los grupos tratados con una dieta 

hipercolesterolémica más los distintos extractos y fracciones de ajo. 

 

 

 

Podemos representar también para mayor claridad, las diferentes 

concentraciones de colesterol plasmático al final de los cuatro meses de tratamiento, 

expresando los valores en porcentajes (consideramos el grupo control como el 100%) 

(Figura 22): 
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Figura 22.- Comparación del colesterol total entre los grupos control,  

hipercolesterolémico y los grupos tratados con ajo al final del tratamiento (4º mes). 

+++ p< 0.001 vs control, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs 

hipercolesterolémico. Cada barra representa la media ± ESM de cada grupo (n =8). 
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I.3.2.- DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE HDL. 
 
 

La evolución de las HDL siguió el siguiente esquema expresado en la Tabla 6 

a lo largo de los cuatro meses de tratamiento: 

 

Grupo 0 meses 1 mes 2 meses  3 meses  4 meses 

Control 36.3±3.8 35.8±2.0 36.7±2.4 33.4±3.4 31.0±2.8 

Hipercol. 38.5±2.3 26.2±1.3 37.2±3.8 33.2±2.7 42.0±1.9 

RG 20-100 41.7±3.5 38.1±3.6 31.3±1.9 41.7±4.1 41.9±5.2 

RG 20-20 42.9±2.2 30.6±1.3 47.4±1.2 31.2±2.1 45.3±1.4 

RG 20-W 36.8±1.4 29.4±2.8 40.1±2.2 36.5±3.2 32.5±1.9 

RG EXT 40.2±3.0 37.0±3.3 32.6±1.3 27.8±1.4 27.8±1.9 

FG 20-100 39.6±2.1 32.6±2.0 35.8±1.0 40.1±2.4 42.9±2.6 

FG 20-20 33.5±3.3 24.6±1.6 37.1±2.3 28.5±2.0 34.9±1.3 

FG 20-W 37.5±1.5 31.0±1.2 29.4±2.1 30.1±2.8 35.6±2.3 

FG EXT 40.3±2.0 38.5±4.9 45.6±3.1 55.1±2.9 40.6±2.3 

 

 

Tabla 6.- Concentraciones plasmáticas de HDL expresadas en mg/dl a largo de los 4 

meses de evolución del tratamiento, en el grupo control no tratado, el grupo 

hipercolesterolémico (0.5% colesterol) y los grupos tratados con una dieta 

hipercolesterolémica más los distintos extractos y fracciones de ajo. 

 

Puesto que la variación en la concentración de HDL está en función de la 

variación en la concentración de colesterol total que se haya producido en cada 

grupo, representamos gráficamente los valores de HDL teniendo en cuenta el 

colesterol total, (Figura 23): 
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Figura 23.- Comparación de la concentración plasmática de HDL entre el grupo 

control, hipercolesterolémico y los grupos tratados con ajo, teniendo en cuenta el 

colesterol total, al cuarto mes de tratamiento. + p<0.05 vs control, *** p<0.001 vs 

hipercolesterolémico. Cada barra representa la media ± ESM de cada grupo (n =8). 

 

De este modo, pudimos observar la disminución de HDL en el grupo 

hipercolesterolémico respecto al control (46.6 ± 2.2%, 41.0 ± 1.8% en el grupo 

control e hipercolesterolémico respectivamente), y el aumento significativo que se 

producía al tratar las ratas con RG 20-100 (62.3 ± 7.7%) al final de los cuatro meses 

de tratamiento. Con el resto de los grupos tratados con ajo no se previno esta 

disminución de HDL provocada por la dieta hipercolesterolémica. 
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I.3.3.- DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE LDL. 

 

Al medir la concentración plasmática de LDL durante la evolución del 

tratamiento (4 meses), obtuvimos los siguientes resultados reflejados en la Tabla 7: 

 

 

Grupo 0 meses 1 mes 2 meses  3 meses  4 meses 

Control 11.0±1.3 10.4±1.2 12.6±0.9 11.7±0.8 13.6±1.0 

Hipercol. 12.3±1.1 19.0±1.4 12.9±1.2 17.7±0.7 28.5±1.9 

RG 20-100 9.4±0.8 6.8±0.6 16.5±1.1 16.7±1.7 16.9±1.1 

RG 20-20 12.1±1.0 9.1±0.1 7.9±0.8 10.9±1.7 17.0±1.1 

RG 20-W 12.2±1.1 14.5±1.6 11.8±1.0 11.3±1.2 13.4±1.5 

RG EXT 10.1±1.3 11.7±1.1 16.5±1.3 10.6±0.8 16.5±1.3 

FG 20-100 10.8±2.0 11.1±1.4 6.2±0.4 4.8±0.3 12.2±1.0 

FG 20-20 12.2±1.5 14.2±0.7 8.9±1.5 15.3±1.0 16.4±1.8 

FG 20-W 11.2±1.1 13.7±0.6 11.3±1.4 8.1±1.1 15.6±1.5 

FG EXT 10.4±1.4 13.0±0.9 8.5±0.8 11.0±1.0 16.3±2.1 

 

Tabla 7.- Concentraciones plasmáticas de LDL expresadas en mg/dl a largo de los 4 

meses de evolución del tratamiento, en el grupo control no tratado, el grupo 

hipercolesterolémico (0.5% colesterol) y los grupos tratados con una dieta 

hipercolesterolémica más los distintos extractos y fracciones de ajo. 

 

 

Al igual que en el caso de las HDL, para poder comparar la variación de las 

LDL de cada grupo en función del colesterol total presente en los mismos, 

expresamos los resultados de LDL como porcentaje del colesterol total (Figura 24): 
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Figura 24.- Concentración plasmática de LDL en ratas control normal, en ratas 

control hipercolesterolémicas y en ratas tratadas con ajo, teniendo en cuenta el 

colesterol total, al cuarto mes de tratamiento. +++ p<0.001 vs control,  * p<0.05, 

** p<0.01, *** p<0.001 vs hipercolesterolémico. Cada barra representa la media ± 

ESM de cada grupo (n =8). 

 

 

La Figura 24 muestra el porcentaje de LDL respecto al colesterol total al final 

del tratamiento. Se observó un gran aumento de las LDL en las ratas alimentadas con 

la dieta rica en colesterol  (27.8 ± 1.8% ) respecto al grupo control normal (20.4 ± 

1.5)(p<0.001). Los siguientes grupos tratados con ajo previnieron de manera 

significativa el aumento de LDL: RG 20-W (16.3 ± 1.8%), FG 20-100 (16.4 ± 1.3%), 

FG EXT (18.4 ± 2.3%), FG 20-W (20.6 ± 1.9%) y FG 20-20 (21.2 ± 2.5).  
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I.4.- EFECTO SOBRE LA PLACA ATEROSCLERÓTICA. 

 

Al estudiar las alteraciones morfológicas de la aorta que se presentan en la 

aterosclerosis, observamos que la administración de los diferentes extractos y 

fracciones de ajo producía una disminución de la extensión de lesiones 

ateroscleróticas con todos los grupos estudiados. Comparamos en cada grupo el área 

total (mm2) de cayado aórtico estudiado, respecto a la superficie cubierta con placa 

(mm2) (Figura 25).  

 

Figura 25.- Comparación entre la superficie total de cayado aórtico (barras del 

fondo) y la placa aterosclerótica (barras delanteras) en cada grupo estudiado. Cada 

barra representa la media de cada grupo (n =8). 
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Si expresamos esto en porcentajes (% cubierto de placa respecto a la 

superficie total de aorta para cada grupo) obtenemos la Figura 26. Podemos así 

observar la disminución significativa  de placa en todos los grupos tratados con ajo 

frente al grupo hipercolesterolémico (54.0%, 9.09%, 3.58%, 18.3%, 14.1%, 22.6%, 

23.3%, 14.9%, 19.7% de placa en los grupos hipercolesterolémico, RG 20-100, RG 

20-20, RG 20-W, RG EXT, FG 20-100, FG 20-20, FG 20-W y FG EXT 

respectivamente). 

 

 

Figura 26.- Porcentaje de cayado aórtico lesionado en los grupos de ratas control 

hipercolesterolémicas e hipercolesterolémicas tratadas con ajo, respecto al área 

aórtica total estudiada.. Cada barra representa la media de cada grupo (n =8).   

 

 

 

Las siguientes fotografías (Figuras 27 y 28) muestran en cada grupo, la 

superficie cubierta por placa ateosclerótica: 
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Figura 27.- Superficie aórtica cubierta por placa aterosclerótica en los grupos 

hipercolesterolémico (A), RG 20-100 (B), RG 20-20 (C) y RG 20-W (D). 
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Figura 28.- Superficie aórtica cubierta por placa aterosclerótica en los grupos RG 

EXT (E), FG 20-100 (F), FG 20-20 (G), FG 20-W (H) y FG EXT (I). 
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I.5.- REACTIVIDAD VASCULAR 
 
I.5.1.- ARTERIA AORTA 
 
 
I.5.1.A.- Efecto sobre las contracciones inducidas por NA  

 

Cuando las arterias fueron contraídas con NA 10-6M, se observó un aumento 

significativo (p<0.05) de la contractilidad en el grupo hipercolesterolémico con 

respecto al grupo control (1.28 ± 0.08g vs 0.96 ± 0.09g). En los grupos tratados con 

ajo, esta contracción fue incluso mayor, excepto en el grupo tratado con RG 20-W 

con el que disminuyó significativamente dicha hiperreactividad obteniéndose 

contracciones semejantes a las conseguidas en el grupo control (1.10 ± 0.10g) 

(Figura 29). 

 

 

Figura 29.- Contracciones inducidas por NA 10-6M en arteria aorta de ratas control 

normal, control hipercolesterolémicas e hipercolesterolémicas tratadas con ajo 

crudo (RG) o ajo congelado (FG). + p<0.05 vs control; * p<0.05, ** p<0.01 vs 

hipercolesterolémico. Cada barra representa la media ± ESM de cada grupo (n =8).  
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I.5.1.B.- Efecto sobre las contracciones inducidas por KCl 

 

Al finalizar el cuarto mes de tratamiento, se contrajeron las arterias con KCl 

80mM obteniéndose los siguientes resultados: el grupo hipercolesterolémico 

presentó una disminución de la contractilidad respecto al control (2.53 ± 0.13g vs 

1.49 ± 0.10g en el grupo control e hipercolesterolémico respectivamente). Sólo en los 

grupos tratados con RG 20-20, RG EXT y FG EXT la contractilidad tendió hacia el 

control (2.10 ± 0.10g, 2.90 ± 0.10g y 2.35 ± 0.09g respectivamente) (Figura 30). 

 

 

Figura 30.- Contracciones inducidas por KCl 80mM en arteria aorta de ratas 

control normal, control hipercolesterolémicas e hipercolesterolémicas tratadas con 

ajo crudo (RG) o ajo congelado (FG). +++ p<0.001 vs control; ** p<0.01, *** 

p<0.001 vs hipercolesterolémico. Cada barra representa la media ± ESM de cada 

grupo (n =8).  
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I.5.1.C.- Relajación dependiente de endotelio 
 
 

Se produjo una mejora de la relajación dependiente de endotelio respecto a la 

obtenida en el grupo hipercolesterolémico que sólo fue significativo (p<0.05) en el 

caso de los extractos RG 20-W y FG 20-W (40.6 ± 7.6%, 72.8 ±  6.0%, 61.4 ±  6.0% 

de relajación en los grupos hipercolesterolémico, RG 20-W y FG 20–W 

respectivamente) (Figuras 31 y 32 para los extractos crudos y congelados 

respectivamente). 

 

 

Figura 31.- Efecto del tratamiento crónico con los extractos y fracciones crudas 

(RG) de ajo sobre la relajación dependiente de endotelio en aorta de rata. +++ 

p<0.001 vs 100%; * p<0.05 vs hipercolesterolémico. Cada punto representa la 

media ± ESM de cada grupo (n = 8).    
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Figura 32.- Efecto del tratamiento crónico con los extractos y fracciones congeladas 

(FG) de ajo sobre la relajación dependiente de endotelio en aorta de rata. +++ 

p<0.001 vs 100%; * p<0.05 vs hipercolesterolémico. Cada punto representa la 

media ± ESM de cada grupo (n = 8).    
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I.5.1.D.- Relajación independiente de endotelio. 

 
La relajación independiente de endotelio no mejoró con ninguno de los 

extractos estudiados (Figuras 33 y 34 para los extractos crudos y congelados 

respectivamente), pero tampoco empeoró en el grupo hipercolesterolémico. Los dos 

extractos, así como las fracciones RG 20-100 y RG 20-20 produjeron un 

desplazamiento de la  curva de relajación hacia la derecha y arriba (98.5 ± 1.5%, 

97.88 ± 0.97%, 94.3 ± 2.4%, 94.12 ± 2.8%, 85.3 ± 4.3% de relajación con los grupos 

hipercolesterolémico, RG 20-20, FG EXT, RG 20-100 y RG EXT respectivamente) 

 

 

 

Figura 33.- Efecto del tratamiento crónico con los extractos y fracciones crudas 

(RG) de ajo sobre la relajación independiente de endotelio en aorta de rata. ** 

p<0.01, *** p<0.001 vs hipercolesterolémico,. Cada punto representa la media ± 

ESM de cada grupo (n = 8). 
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Figura 34.- Efecto del tratamiento crónico con los extractos y fracciones congeladas 

(FG) de ajo sobre la relajación independiente de endotelio en aorta de rata. *** 

p<0.001 vs hipercolesterolémico. Cada punto representa la media ± ESM de cada 

grupo (n = 8).    
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La Tabla 8 resume el efecto máximo producido por los extractos y fracciones 

de ajo estudiados, sobre la reactividad vascular de la arteria aorta en ratas 

hipercolesterolémicas: 

 

 

 1 2 3 (g) 4 (g) 
Control  74.1 ± 3.2% 99.6 ± 0.3 % 0.96 ± 0.09 2.53 ± 0.13 
Hipercolesterol. 40.6 ± 7.6 % 98.5 ± 1.5 % 1.28 ± 0.08 1.49 ± 0.10 
RG 20-100 49.0 ± 3.8 % 94.2 ± 2.8 % 1.54 ± 0.15 1.50 ± 0.22 
RG 20-20 50.4 ± 4.2 % 97.8 ± 0.9 % 1.72 ± 0.15 2.10 ± 0.10 
RG 20-W 72.8 ± 6.0 % 96.5 ± 2.4 % 1.10 ± 0.10 1.58 ± 0.20 
RG EXT 60.3 ± 8.9 % 85.3 ± 4.3 % 1.27 ± 0.09 2.90 ± 0.10 
FG 20-100 55.2 ± 2.6 % 98.2 ± 0.8 % 1.58 ± 0.14 1.56 ± 0.17 
FG 20-20 57.5 ± 5.4 % 98.8 ± 0.7 % 1.63 ± 0.13 1.43 ± 0.10 
FG 20-W 61.4 ± 6.0 % 97.3 ± 1.7 % 1.70 ± 0.13 1.56 ± 0.10 
FG EXT 43.4 ± 3.5 % 94.3 ± 2.4 % 1.75 ± 0.12 2.35 ± 0.09 

 

Tabla 8 

 

1.- Relajación dependiente de endotelio (ACh). 

2.- Relajación independiente de endotelio (NPS). 

3.- Efecto sobre contracciones producidas por NA 10-6 M 

4.- Efecto sobre contracciones producidas por KCl 80 mM. 

 

- Como se puede observar, la relajación dependiente de endotelio mejoró con los 

dos extractos RG/FG 20-W de forma más significativa que el resto.  
 
- Con respecto a la relajación independiente de endotelio, aunque prácticamente 

todos los grupos alcanzaron relajaciones totales equivalentes, las curvas se 

desplazaron a la derecha y arriba, en el caso de RG 20-100, RG 20-20, RG EXT 

y FG EXT.  
 
- La contracción producida por NA aumentó en el grupo hipercolesterolémico, y 

sólo se previno con el grupo RG 20-W. 
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-  Así mismo, la contracción producida por KCl disminuyó en el grupo tratado con 

colesterol Sólo en los grupos tratados con RG 20-20, RG EXT y FG EXT la 

contractilidad tendió hacia el control 
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II.- ESTUDIO IN VITRO: EFECTO DE LAS FRACCIONES Y EXTRACTOS DE 

AJO SOBRE EL MÚSCULO LISO VASCULAR. 

 

II.1.- ARTERIA AORTA 

 
II.1.1.- BASALES 
 
 

Tras el periodo de estabilización de la tensión basal dada a la arteria (1g), se 

añadieron concentraciones crecientes de ajo crudo y congelado. Ninguno de los 

extractos produjo alteraciones de esta tensión basal, sólo en el caso de las fracciones 20-

100 se produjo una pequeña contracción cuando añadimos la dosis de 300 µg/ml (1.09 ± 

0.02 g, 1.1 ± 0.03 g con RG 20-100 y FG 20-100 respectivamente)(Figura 35). 

 

Figura 35.- Efecto del ajo sobre la contracción basal de la arteria aorta de rata. Cada 

punto representa la media ± ESM de 15 experimentos.  
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II.1.2.- RELAJACIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR NA  

 

Se estudió la relajación inducida por las fracciones y extractos de ajo (RG/FG 20-

100, RG/FG 20-20 Y RG/FG EXT) en arterias previamente contraídas con 

concentraciones submáximas de NA (10-6M). Como muestra la Figura 36 (A y B para 

los extractos crudos y congelados respectivamante), al añadir concentraciones crecientes 

de ajo (30-750 µg/ml) al baño de órganos, se produjo una relajación de la contracción en 

todos los casos, sin embargo este efecto fue significativamente mayor en el caso de las 

fracciones 20-100 (92.9 ± 2.2%, 86.7 ± 4.4%, con FG 20-100 y RG 20-100 

respectivamente). El efecto de las demás fracciones y extractos fue el siguiente: 67.9 ± 

6.0%, 59.9 ± 3.8%, 33.1 ± 6.4%, 21.3 ± 6.4% de relajación, con RG 20-20, RG EXT, 

FG EXT y FG 20-20 respectivamente.  
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Figura 36.- Efecto inducido por la adición de concentraciones crecientes de ajo (A,  

crudo; B, congelado) sobre la contracción inducida por NA (10-6M) en arteria aorta de 

rata. .***  p<0.001 vs 100%, +++  p<0.001 vs DMSO. Cada punto representa la media 

± ESM de 15 experimentos  
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II.1.3.- RELAJACIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR KCL  

 

En otro grupo de experimentos realizados en anillos de aorta de rata, se estudió la 

relajación inducida por las fracciones y extractos de ajo en arterias previamente contraídas 

con concentraciones submáximas de KCl (80mM) (Figura 37, A y B). Al añadir 

concentraciones crecientes de ajo (30-750 µg/ml) al baño de órganos, fueron las 

fracciones 20-100 las que produjeron una vez más la relajación más significativa (93.0 ± 

2.6%, 83.4 ± 2.2% con RG 20-100 y FG 20-100 respectivamente). Con el resto de las 

fracciones y extractos se produjo una relajación menor (23.3 ± 2.2%, 4.4 ± 2.0%, 1.0 ± 

3.8% con RG EXT, FG EXT y FG 20-20 respectivamente). Sin embargo en el caso de 

RG 20-20 se produjo una contracción de un 9.2 ± 2.0%.  
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Figura 37.- Efecto inducido por la adición de concentraciones crecientes de ajo (A,  

crudo; B, congelado) sobre la contracción inducida por KCL (80 mM) en aorta de rata. * 

p<0.05, *** p<0.001 vs 100%, +++ p <0.001 vs DMSO. Cada punto representa la 

media ± ESM de 15 experimentos. 
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II.1.4.- INHIBICIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR NA  

 

La Figura 38 (A y B) muestra los resultados obtenidos al estudiar el efecto de las 

distintas fracciones y extractos de ajo sobre las contracciones inducidas por NA (10-6 M) en 

arteria aorta de rata. Con las dosis más pequeñas ya se empezó a producir inhibición de la 

contracción alcanzándose el máximo de inhibición con las dosis de 750 µg/ml siendo las 

fracciones 20-100, así como RG EXT las que produjeron una inhibición mayor: 95.3 ± 

1.%, 93.3 ± 2.4%, 79.8 ± 5.2% con RG 20-100, RG EXT y FG 20-100 respectivamente. El 

resto también inhibió la contracción aunque en menor grado: 68.0 ± 5.2%, 45.6 ± 3.9%, 

32.0 ± 4.1% con FG EXT, FG 20-20 y RG 20-20 respectivamente. 
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Figura 38.- Inhibición ejercida por diferentes concentraciones de ajo (A, crudo; B, 

congelado) sobre la contracción inducida por NA 10-6M en aorta de rata.* p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001 vs control; + p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001 vs DMSO. Cada 

barra representa la media ± ESM de 15 experimentos. 
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II.1.5.- INHIBICIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR KCL  

 

Cuando se estudió el efecto de las distintas fracciones y extractos de ajo sobre las 

contracciones inducidas por KCl 80 mM en arteria aorta de rata, obtuvimos los 

siguientes resultados: La inhibición de la contracción más importante se produjo de 

nuevo con las fracciones 20-100 (88.4 ± 3.5%, 83.1 ± 4.5% con RG 20-100 y FG 20-100 

respectivamente). Las demás fracciones también produjeron inhibición pero de forma 

más moderada (44.1 ± 4.6%, 27.5 ±3.6%, 20.4 ± 6.7%, 16.7 ± 6.9% con RG EXT, FG 

EXT, FG 20-20 y RG 20-20) (Figura 39, A y B). 
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Figura 39.- Inhibición ejercida por diferentes concentraciones de ajo (A, crudo; B, 

congelado) sobre la contracción inducida por KCl 80 mM en aorta de rata.* p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001 vs control; + p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001 vs DMSO. Cada 

barra representa la media ± ESM de 15 experimentos. 
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En resumen, podemos esquematizar en la siguiente Tabla 9 el efecto máximo 

producido por la dosis más alta utilizada (750 µg/ml) de los extractos y fracciones de ajo 

estudiados, sobre la reactividad vascular de la arteria aorta: 

 

 

  

 1 2 3 4 

RG 20-100 86.7 ± 4.4 % 93.0 ± 2.6 % 95.3 ± 1.6 % 88.4 ± 3.5 % 

RG 20-20 67.9 ± 6.0 % *9.2 ± 2.0 % 32.0 ± 4.1 % 16.7 ± 6.9 % 

RG EXT 59.9 ± 3.8 % 23.3 ± 2.2 % 93.3 ± 2.4 % 44.1 ± 4.6 % 

FG 20-100 92.9 ± 2.2 % 83.4 ± 2.2 % 79.8 ± 5.2 % 83.1 ± 4.5 % 

FG 20-20 21.3 ± 6.4 % 1.0 ± 3.8 % 45.6 ± 3.9 % 20.4 ± 6.7 % 

FG EXT 33.1 ± 6.4 % 4.4 ± 1.3 % 68.0 ± 5.2 % 27.5 ± 3.6 % 

 

Tabla 9 

 

1.- Relajación de la contracción producida por NA 10-6M 

2.- Relajación de la contracción producida por KCl 80 mM. 

3.- Inhibición de la contracción producida por NA 10-6M. 

4.- Inhibición de la contracción producida por KCl 80 mM. 

* Contracción de la contracción producida por KCl. 

 

Como se puede observar, los resultados obtenidos hasta este momento, parecían 

evidenciar un mayor efecto sobre la reactividad vascular de las fracciones RG 20-100 y FG 

20-100, siendo muy similares entre sí. Sin embargo, en general, la fracción RG 20-100 

presentó un perfil de actividad algo mayor y constante en todos los parámetros estudiados, 

por lo tanto, nos decidimos a estudiar en mayor profundidad, el posible mecanismo de 

acción de la fracción RG 20-100. 
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II.1.6.- EFECTO DE LA INCUBACIÓN CON L-NAME O INDOMETACINA 

SOBRE LA RELAJACIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR NA 

PRODUCIDA POR RG 20-100 

 

Como se mencionó en material y métodos, con el fin de estudiar si la relajación 

de la contracción inducida por NA que producía RG 20-100 era debida a la acción del 

óxido nítrico o de las prostaglandinas procedimos a inhibir su síntesis, con  L-NAME y 

con Indometacina. Los resultados obtenidos fueron los siguientes (Figura 40): en el caso 

de la incubación previa con Indometacina, no se produjo ninguna diferencia significativa 

con respecto a la curva control, lo que indicaría un mecanismo de acción de RG 20-100 

independiente de la síntesis de prostaglandinas. Con respecto a la incubación previa con 

L-NAME, tampoco encontramos ninguna diferencia significativa con respecto a la curva 

control en arterias previamente incubadas con L-NAME. 
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Figura 40.- Comparación del efecto de la incubación con L-NAME o Indometacina sobre 

la curva de relajación producida por RG 20-100 en arterias previamente contraídas con 

NA. *** p<0.001 vs 100%. Cada punto representa la media ± ESM de 15 experimentos.  
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II.1.7.- RELAJACIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR NA PRODUCIDA 

POR RG 20-100 EN ARTERIAS SIN ENDOTELIO. 

 

Para corroborar el posible mecanismo de acción independiente de endotelio de la 

fracción más activa encontrada (RG 20-100), se estudió su efecto sobre anillos de aortas 

precontraídas con NA 10-6 M sin endotelio (E-) y se comparó con el efecto obtenido en 

arterias con endotelio intacto (E+). Como se observa en la Figura 41, la relajación de la 

contracción en ambos casos fue prácticamente el mismo (86.7 ± 4.4 %, 83,7 ± 2.8 % de 

relajación en RG 20-100 con endotelio y RG 20-100 sin endotelio respectivamente).  

 

Figura 41.- Comparación del efecto de la fracción RG 20-100 sobre la contracción 

inducida por NA en arterias con (E+) y sin endotelio (E-). *** p<0.001 vs 100%. Cada 

punto representa la media ± ESM de 15 experimentos. 
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Observando que en condiciones agudas esta fracción  presenta un mecanismo de 

acción independiente de endotelio, nos propusimos estudiar más extensamente su acción 

sobre el músculo liso vascular: 

 

II.1.8.- EFECTO DE RG 20-100 SOBRE LA CURVA DE NPS 

 

Al comparar la curva de NPS obtenida en arterias control, y en arterias 

previamente incubadas con 100 µg/ml y 300 µg/ml RG 20-100 ó DMSO, observamos 

que la curva no se veía afectada y se obtenía en todos los casos una relajación de la 

contracción inducida por NA total (Figuras 42 y 43). 

 

Figura 42.- Efecto sobre la curva de NPS en arteria aorta de rata de la incubación con 

100 µg/ml y 300 µg/ml de RG 20-100. Cada punto representa la media ± ESM de 15 

experimentos  
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Figura 43.- Efecto sobre la curva de NPS en arteria aorta de rata de la incubación con 

DMSO. Cada punto representa la media ± ESM de 15 experimentos 

 

II.1.9.- EFECTO DE RG 20-100 SOBRE LAS CONTRACCIONES INDUCIDAS 

POR CA2+ EN AORTA PREVIAMENTE DESPOLARIZADA 

 

En arterias previamente despolarizadas con KCl 80 mM, y en medio Krebs 0 Ca + 

EGTA 10-5 M, añadimos concentraciones  crecientes de calcio (1-5 mM), y a continuación 

se repitió incubando con RG 20-100 (100, 300 y 500 µg/ml) (Figura 44). Los resultados 

obtenidos fueron los siguientes: Considerando la máxima contracción producida por Ca 5 

mM en el grupo control como el 100%, se obtuvo una disminución de la contracción 

producida por esa misma dosis de un 16.1 ± 5.3% con 100 µg/ml de RG 20-100, de 18.2 ± 

10.1% con 300 µg/ml de RG 20-100 y de un 43.4 ± 5.8% con RG 20-100 500 µg/ml. 

Asimismo, con el resto de las dosis de calcio estudiadas (1 y 3 mM), también se produjo 

una inhibición de su entrada al usar RG 20-100 de forma dosis dependiente. En este caso 
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no realizamos el experimento en presencia de DMSO ya que como muestra la figura 

anterior no producía un efecto significativo. Estos resultados parecían evidenciar un 

mecanismo de acción a través de la entrada del calcio extracelular. 

 

 
 
Figura 44.- Entrada de Ca2+ extracelular(1-5 mM) en aorta de ratas control y tratadas 

con RG 20-100 100µg/ml, 300 µg/ml o 500 µg/ml. *** p<0.001 vs control. Cada punto 

representa la media ± ESM de 15 experimentos.  
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II.1.10.- EFECTO DE RG 20-100 SOBRE LA MOVILIZACIÓN DE CA2+ 

INTRACELULAR. 

 
 

Como se mencionó en material y métodos, para comprobar si esta fracción 

producía también un efecto sobre la salida del calcio del retículo sarcoplásmico, 

realizamos un grupo de experimentos descritos previamente por Hester y cols. en 1987 

(Figura 45). Los resultados que obtuvimos fueron los siguientes: Consideramos la 

contracción producida por NA 10-6 M en medio Krebs normal en ambos casos (antes y 

después de incubar con RG 20-100) como el 100%. Si comparamos a continuación la 

contracción obtenida en medio 0Ca  (NA 0Ca 1) antes y después de incubar con RG 20-

100 observamos una disminución desde un 46.8 ± 5.0% a un 19.9 ± 2.9% (en el control y 

RG 20-100 respectivamente). De igual modo al contraer nuevamente con NA (NA 0Ca 2) 

obtuvimos una contracción residual que disminuyó desde un 29.8 ± 4.1% en el caso del 

control hasta un 15.9 ± 3.1% en el caso de la incubación con RG 20-100. 

 

Para elegir la dosis de RG 20-100 usada en este experimento, nos basamos en el 

experimento de inhibición de la contracción inducida por NA en presencia de ajo, 

eligiendo aquella que producía entre un 60-70% de inhibición de la contracción, y esto 

era producido por la dosis de 500 µg/ml. 
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Figura 45.- Efecto de RG 20-100 (500 µg/ml) sobre la movilización de calcio 

intracelular durante la contracción producida por NA 10-6 M en arteria aorta de rata. 

*** p<0.001 vs su control correspondiente. Cada punto representa la media ± ESM de 15 

experimentos.  
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II.2.- MESENTÉRICA 
 
 
II.2.1.- BASALES 

 

Al igual que en el caso de la aorta, en la arteria mesentérica (4ª rama) las dosis de 

ajo añadidas tras la estabilización de la tensión basal, no produjeron efecto alguno, 

excepto en el caso de las fracciones 20-100 que al principio produjeron contracción, 

pero después, a dosis mayores, volvieron a su tensión basal (Figura 46). 

 

 

 

Figura 46.- Efecto del ajo sobre la contracción basal de la arteria mesentérica de rata. 

Cada punto representa la media ± ESM de 8 experimentos.  
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II.2.2.- RELAJACIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR NA 

 

Al estudiar la relajación de la contracción inducida por NA 10–5 M en arteria 

mesentérica, obtuvimos resultados similares al caso de la aorta, las fracciones 20-100 

tanto la cruda (RG) como la congelada (FG), produjeron la mayor relajación (94.9 ± 

1.3%, 94.6 ± 0.8% de relajación con RG 20-100 y FG 20-100 respectivamente) (Figura 

47, A y B). El resto de las fracciones también relajaron, aunque en menor medida: 80.2 

± 0.4%, 66.5 ± 2.0%, 56.0 ± 5.6%, 41.9 ± 5.6% con RG EXT, FG EXT, RG 20-20 y FG 

20-20 respectivamente).  
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Figura 47.- Efecto inducido por la adición de concentraciones crecientes de ajo (A,  

crudo; B, congelado) sobre la contracción inducida por NA (10-5M) en arteria mesentérica 

de rata. .***  p<0.001 vs 100%, +++  p<0.001 vs DMSO. Cada punto representa la 

media ± ESM de 8 experimentos  
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II.2.3.- RELAJACIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR KCL  

 

Se estudió la relajación inducida por las fracciones y extractos de ajo en arterias 

mesentéricas previamente contraídas con concentraciones submáximas de KCl (80mM). 

Al añadir concentraciones crecientes de ajo (30-750 µg/ml) al baño de órganos, fueron 

las fracciones 20-100 las que produjeron una vez más la relajación más significativa 

(99.5 ± 0.1%, 97.6 ± 0.9% con RG 20-100 y FG 20-100 respectivamente) (Figura 48). 

Con el resto de las fracciones y extractos se produjo una relajación menor (56.9 ± 3.5%, 

56.5 ± 3.8%, 36.0 ± 5.0%, 31.9 ± 6.8% con RG EXT, RG 20-20, FG EXT y FG 20-20 

respectivamente).  
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Figura 48.- Efecto inducido por la adición de concentraciones crecientes de ajo (A,  

crudo; B, congelado) sobre la contracción inducida por KCl (80 mM) en mesentérica de 

rata. *** p<0.001 vs 100%, +++ p <0.001 vs DMSO. Cada punto representa la media 

± ESM de 8 experimentos. 
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II.2.4.- INHIBICIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR NA  

 

La Figura 49 muestra las respuestas obtenidas al estudiar el efecto de las distintas 

fracciones y extractos de ajo sobre las contracciones inducidas por NA (10-5 M) en arteria 

mesentérica de rata. Únicamente inhibieron las contracciones inducidas por NA las 

fracciones RG 20-100 y FG 20-100 alcanzándose el máximo de inhibición con las dosis de 

750 µg/ml: 99.32 ± 0.1% y 99.25 ± 0.1% de inhibición con RG 20-100 y FG 20-100 

respectivamente. 
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Figura 49.- Inhibición ejercida por diferentes concentraciones de ajo (A, crudo; B, 

congelado) sobre la contracción inducida por NA 10-6 M  en mesentérica de rata. * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs control; ++ p<0.01, +++ p<0.001 vs DMSO. Cada 

barra representa la media ± ESM de 8 experimentos. 
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II.2.5.- INHIBICIÓN DE LA CONTRACCIÓN INDUCIDA POR KCL  

 

Al estudiar el posible efecto de las distintas fracciones y extractos de ajo sobre las 

contracciones inducidas por KCl 80 mM en arteria mesentérica de rata, obtuvimos los 

siguientes resultados (Figura 50): La inhibición de la contracción más importante se 

produjo de nuevo con las fracciones 20-100 (99.4 ± 0.1%, 98.8 ± 0.3% con RG 20-100 y 

FG 20-100 respectivamente). Así mismo, la fracción RG 20-20 produjo una inhibición 

de un 23.4 ± 2.0% con la dosis más alta (750 µg/ml), sin embargo los demás extractos y 

fracciones no inhibieron significativamente la contracción con ninguna de las dosis 

estudiadas. 
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Figura 50.- Inhibición ejercida por diferentes concentraciones de ajo (A, crudo; B, 

congelado) sobre la contracción inducida por KCl 80 mM en mesentérica de rata.* 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs control; + p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001 vs 

DMSO. Cada barra representa la media ± ESM de 8 experimentos. 
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A continuación, la Tabla 10 resume los efectos máximos obtenidos con la dosis 

más alta (750 µg/ml) de los extractos y fracciones estudiados sobre la reactividad vascular 

de la arteria mesentérica: 

 

 

 1 2 3 4 

RG 20-100 94.9 ± 1.3 % 99.5 ± 0.1 % 99.3 ± 0.1 % 99.4 ± 0.1 % 

RG 20-20 56.0 ± 5.6 % 56.5 ± 3.8 % *3.6 ± 5.6 % 23.4 ± 2.0 % 

RG EXT 80.2 ± 0.4 % 56.9 ± 3.5 % *2.4 ± 4.3 %  4.5 ± 6.0 % 

FG 20-100 94.6 ± 0.8 % 97.6 ± 0.9 % 99.2 ± 0.1 % 98.8 ± 0.3 % 

FG 20-20 41.9 ± 5.6 % 31.9 ± 6.8 % *1.5 ± 4.6 %  5.9 ± 5.6 % 

FG EXT 66.5 ± 2.0 % 36.0 ± 5.0 % *5.2 ± 3.3 %  5.6 ± 5.4 % 

 

Tabla 10 

 

1.- Relajación de la contracción producida por NA 10-5 M. 

2.- Relajación de la contracción producida por KCl 80 mM. 

3.- Inhibición de la contracción producida por NA 10-5 M. 

4.- Inhibición de la contracción producida por KCl 80 mM. 

* Potenciación de la contracción producida por NA 10-5 M. 

 

 

Como se puede observar, los resultados obtenidos en arteria mesentérica, parecían 

evidenciar al igual que en la aorta, un mayor efecto sobre la reactividad vascular de las 

fracciones RG 20-100 y FG 20-100, siendo muy similares entre sí. Del mismo modo, en 

general, la fracción RG 20-100 presentó una actividad algo mayor en todos los parámetros 

estudiados. 
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III.- CULTIVOS CELULARES: EFECTO DE RG 20-100 SOBRE CÉLULAS 

MUSCULARES LISAS DE AORTA DE RATA. 

 

III.1.- PROLIFERACIÓN CELULAR 

 

Al realizar la curva de proliferación celular, obtuvimos los siguientes resultados 

(Figura 51): sólo las dosis de 30 µg/ml y 10 µg/ml inhibieron la proliferación de forma 

significativa (p<0.001). Asimismo, como se puede comprobar, la absorbancia de las 

células no estimuladas (0.4% FBS), se mantuvo estable a lo largo de los días, lo que 

indica que seguían sincronizadas en G0/G1 y sin proliferar. 

 

Figura 51.- Proliferación celular de células musculares lisas de aorta de rata en 

presencia de RG 20-100. *** p<0.001 vs control (10% FBS). Cada punto representa la 

media ± ESM de 3 experimentos cada uno por cuadruplicado. 
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III.2.- MEDIDA DE LA LACTATO DESHIDROGENASA (LDH). 

 

En un primer grupo de experimentos medimos la LDH presente en los medios de 

cultivo pero sin la presencia de las células: DMEM-glutamax, DMEM-gultamax + 2% 

suero de caballo (SC) + 1% ATB y medio DMEM-glutamax + 2% SC + 1% ATB + las 

distintas dosis de RG 20-100. Los resultados obtenidos (Figura 52) revelaron que no 

existían diferencias significativas entre ellos, lo que indicaba la ausencia de interferencias 

del medio en la lectura de la cantidad de LDH. Los resultados se expresan como mOD/min 

(milidensidades ópticas por minuto). 

 

 

Figura 52.- LDH medida en los medios de cultivo o en los medios de cultivo con 

diferentes dosis de RG 20-100 en ausencia de células. Cada punto representa la media ± 

ESM de 3 experimentos cada uno por cuadruplicado.  
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En una segunda parte, estudiamos la liberación de LDH en las células musculares 

lisas en presencia o ausencia de RG 20-100. Los resultados se expresan como valores 

relativos a la cantidad total de LDH presente en esas células, aplicando la siguiente 

fórmula: 

 

                   % LDH liberado =             Absorbancia sobrenadante   x 100 

                                                              Absorbancia sobrenadante + Absorbancia lisado 
 

Como se puede observar en la Figura 53, tampoco aparecieron diferencias 

significativas entre los grupos, incluso se puede observar que a las 24 y 72 horas la 

cantidad de LDH era menor en los grupos tratados con ajo que en el grupo control. 

   

 

Figura 53.- LDH encontrada en situación control (línea roja), y en los grupos tratados 

con diferentes dosis de RG 20-100 a lo largo de 72 h. Cada punto representa la media ± 

ESM de 3 experimentos cada uno por cuadruplicado.  
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III.3.- CICLO CELULAR Y SÍNTESIS DE DNA 

 

Al estudiar las diferentes fases del ciclo celular (G0/G1, S y G2/M) en los 

diferentes grupos (Figura 54), observamos que en el grupo ayunado (0.4% FBS) hay un 

mayor porcentaje de G0/G1 al encontrarse las células paradas en esta fase, sin embargo 

en las células estimuladas con un 10% de FBS con o sin anticuerpo (Ac), el ciclo se 

encuentra más acelerado, teniendo un mayor porcentaje de fase S  y G2/M. En el caso de 

las células tratadas con RG 20-100 (10 y 30 µg/ml), el porcentaje de fase S no se vio 

significativamente disminuido, teniendo un ciclo muy similar al control 10%.  

 

Figura 54.- Diferentes fases del ciclo celular (G0/G1, S, G2/M) expresadas como 

porcentaje del número total de células estudiadas, en células control ayunadas (0.4% 

FBS), estimuladas con 10% FBS y estimuladas con un 10% de FBS + RG 20-100 (10 y 

30 µg/ml). Cada punto representa la media ± ESM de 3 experimentos cada uno por 

duplicado. 
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes (Tabla 11): 

 

 

 G0/G1 S G2/M 

0.4% FBS 83.6 ± 2.3 % 4.5 ± 1.1 % 12.2 ± 2.0 % 

10% FBS sin Ac 62.9 ± 3.6 % 16.2 ± 1.8 % 20.8 ± 2.2 % 

10% FBS 56.0 ± 2.2 % 18.7 ± 1.5 % 25.2 ± 3.3 % 

RG 20-100 30 µg/ml 59.2 ± 3.8 % 15.4 ± 0.9 % 25.3 ± 2.1 % 

RG 20-100 10 µg/ml 60.7 ± 2.6 % 17.8 ± 2.8 % 21.3 ± 2.6 % 

 

Tabla 11 

 

El registro obtenido en el citómetro de flujo se puede observar en la Figura 55 

donde el pico de la izquierda indica el porcentaje de células en fase G0/G1 el pico central 

el porcentaje en fase S y el pico derecho el porcentaje en fase G2/M. 
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Sin embargo, a pesar de no haber una diferencia significativa en el % de fase S 

(fase de síntesis) entre el grupo control (10% FBS) y los tratados con RG 20-100, 

pudimos observar al estudiar la incorporación de BrdU al núcleo celular, que las células 

independientemente de encontrarse en fase S podían estar o no sintetizando DNA, es 

decir, podían encontrarse paradas en fase S o no haber empezado a sintetizar DNA. De 

esta manera, observamos que las células tratadas con ajo sintetizaban en fase S menos 

DNA que las células control. Esto se puede observar en la siguiente Figura 56 que 

expresa dentro de la fase S el porcentaje de células que están sintetizando DNA y las que 

no lo hacen.  

 

 

 

Figura 56.- Incorporación de BrdU al núcleo celular en células musculares lisas de 

aorta control (0.4% FBS y 10% FBS con y sin anticuerpo (Ac) IgG) y células tratadas 

con RG 20-100 (10 y 30 µg/ml)  
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Como se puede observar en la Figura 56, el grupo al que no se le añadió IgG no 

presenta señal de incorporación de BrdU como era de esperar. El grupo ayunado 

presentó una mínima incorporación y el grupo estimulado con un 10% FBS incorporó 

una cantidad de BrdU mucho mayor (30.38 ± 1.8%). Los grupos tratados con RG 20-100 

mostraron una menor incorporación de BrdU (25.43 ± 1.7% y 24.14 ± 2.3% con 30 y 10 

µg/ml respectivamente). 

 

Los resultados obtenidos fueron los indicados a continuación en la Tabla 12: 

 

 

 Incorporación de 

BrdU (%) 

0.4% FBS 2.1 ± 1.0 % 

10% FBS sin Ac 0 ± 0 % 

10% FBS 30.3 ± 1.8 % 

RG 20-100 30  µg/ml 25.4 ± 1.7 % 

RG 20-100 10 µg/ml 24.1 ± 2.3 % 

 

Tabla 12 

 

 

Si observamos esto en el registro obtenido en el citómetro de flujo (Figuras 57 y 

58), distinguimos diferentes áreas que indican: 

 

R2: % de fase G0/G1 

R3: % de fase S (no sintetizando DNA) 

R4: % de fase G2/M 

R8: % de fase S (sintetizando DNA) 
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Figura 57.- Incorporación de BrdU a células ayunadas (0.4% FBS), células control sin anticuerpo (10% FBS sin IgG) y 

células control normal (10% FBS). La fila de arriba muestra el registro en el citómetro de flujo, y la fila de abajo el 

correspondiente análisis por zonas (R8: células en fase S sintetizando DNA).

0.4% FBS 10% FBS sin IgG 10% FBS 
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Figura 

RG 20-100 30 µg/ml RG 20-100 10 µg/ml

Figura 58.- Incorporación de BrdU a células tratadas con RG 20-100 (10 y 30 µg/ml). La fila de arriba muestra el registro en el

citómetro de flujo, y la fila de abajo el correspondiente análisis por zonas (R8: células en fase S sintetizando DNA).  
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Figura 55.- Diferentes fases del ciclo celular (G0/G1, S, G2/M) en células control ayunadas (0.4% FBS), estimuladas con 10% FBS y estimuladas con un

10% de FBS + RG 20-100 (10 y 30 µg/ml).               173 
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Asimismo, si se observa el registro de la incorporación de BrdU obtenido en el 

citómetro de flujo (Figuras 57 y 58) también se puede deducir si la fracción RG 20-100 

produce o no apoptosis, ya que si observamos la zona de la izquierda (0-50 DNA-

area)(flecha azul), podemos ver la posible apoptosis producida en las células. Así, si 

comparamos en las Figuras 57 y 58 la apoptosis de los grupos control con la apoptosis 

de los grupos tratados, observamos que no existen diferencias significativas entre ellos. 
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Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte 

en el mundo occidental. Existen evidencias de que la rotura de placas ateroscleróticas 

seguida de la formación de trombos es el fenómeno responsable de las 

manifestaciones clínicas más graves. 

 

Se han identificado como factores de riesgo de sufrir estas enfermedades 

cardiovasculares los niveles elevados de colesterol y LDL y los bajos niveles de 

HDL, así como la elevada presión arterial, la obesidad, diabetes y los elevados 

niveles de factores hemostáticos. La primera línea de actuación a la hora de combatir 

o prevenir estos factores de riesgo es la modificación de la dieta y el aumento de la 

actividad física (Pyörälä y cols., 1994).   

 

Ya desde la antigüedad el ajo ha sido estudiado por sus efectos beneficiosos 

en la salud (Harris, 1995), y en los últimos años son numerosas las investigaciones 

entorno al ajo o alguno de sus componentes. Sin embargo, también es significativa la 

controversia en cuanto a sus propiedades. Sticher y cols. en 1991 dieron una 

explicación a este hecho al sugerir que estas diferencias observadas se debían a las 

diferencias en la cantidad de componentes activos y en la forma de elaboración de las 

distintas preparaciones de ajo. Los extractos y fracciones de ajo utilizadas en esta 

tesis doctoral, no han sido previamente estudiadas, asimismo, la forma de 

elaboración era novedosa y de propiedades desconocidas. Nos propusimos por tanto, 

su estudio sobre la reactividad vascular y sobre los niveles de colesterol en un 

modelo de aterosclerosis inducida en ratas alimentadas con una dieta rica en 

colesterol durante cuatro meses (estudio crónico ex vivo). Asimismo, nos 

propusimos el estudio de su posible mecanismo de acción realizando un estudio in 

vitro en aorta y mesentérica de rata wistar. Y por último, estudiamos su efecto 

directo sobre células musculares vasculares lisas de aorta de rata en cultivo celular.  

 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 
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I.- ESTUDIO CRÓNICO EX VIVO: EFECTO DE LAS FRACCIONES Y 

EXTRACTOS DE AJO SOBRE EL DESARROLLO DE LA 

ATEROSCLEROSIS EN RATAS HIPERCOLESTEROLÉMICAS. 

 

I.1.- EFECTOS SOBRE EL PESO CORPORAL, DEL CORAZÓN, HÍGADO 

Y RIÑONES 

 
Los resultados obtenidos demostraron que ni el tratamiento con una dieta 

hipercolesterolémica, ni con los extractos y fracciones de ajo producían alteraciones 

en el peso de las ratas al final de los cuatro meses de estudio. Estos hallazgos están 

de acuerdo con los encontrados por otros investigadores: Efendy y cols. 1997, 

Isaacsohn y cols. 1998 y Berthold y cols. 1998. Sin embargo, otros estudios han 

detallado un menor incremento del peso corporal cuando se administraba aceite de 

ajo y una dieta rica en lípidos a ratas, comparado con el aumento de peso que se 

producía en ratas alimentadas con una dieta rica en lípidos sólo (Shoetan y cols., 

1984). 

 

Respecto a los riñones, se observó un aumento significativo del tamaño en el 

grupo hipercolesterolémico, que se previno en los grupos tratados con ajo. Diversos 

estudios han demostrado una implicación directa de los lípidos sanguíneos como 

moduladores del daño glomerular progresivo (Guijarro y Keane, 1994; Guijarro y 

cols., 1995). En estos estudios, hay evidencias de que la hipercolesterolemia produce 

un daño glomerular tanto a corto como a largo plazo.  Entre los efectos a corto plazo, 

aparecen un flujo temprano de macrófagos hacia el riñón lo que se asocia con un 

aumento del tamaño glomerular, una expansión de la matriz mesangial, depósitos 

lipídicos, y formación de células espumosas. También se ha observado mediante 

técnicas inmunocitoquímicas un aumento del colágeno tipo IV, de la fibronectina y 

laminina en ratas alimentadas con colesterol, así como un aumento de la expresión 

del factor TGF-β1 que mediaría la acumulación de matriz mesangial en los estados 

hipercolesterolémicos. Como se mencionó en la introducción, ha sido ampliamente 

demostrado por numerosos autores la capacidad del ajo de disminuir los lípidos 

sanguíneos así como su capacidad antioxidante, lo que podría explicar la prevención 
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en el aumento del tamaño de riñón observado en los grupos tratados con ajo frente al 

grupo hipercolesterolémico.  

 

El hígado es el principal lugar donde se produce la síntesis de colesterol y 

lipoproteínas y donde se produce el aclaramiento o eliminación del mismo (Spady y 

Dietschy, 1985; Dietschy y cols., 1993). En nuestro estudio observamos un aumento 

significativo del tamaño del hígado en el grupo tratado con la dieta rica en colesterol, 

que se previno con todos los grupos alimentados con ajo. Este aumento del tamaño 

del hígado se podría explicar ya que en la hipercolesterolemia se ve aumentada la 

necesidad de aclaramiento del colesterol, produciéndose un transporte masivo de 

colesterol al mismo (Miller y cols., 1985). Por otra parte, el ajo aumenta la 

degradación lipídica (Shoetan y cols.,1984) que se produce en el hígado, esto podría 

explicar la prevención en el aumento del tamaño del mismo. Algunos estudios animales 

también demostraron que algunos componentes del ajo inhibían la síntesis de lípidos 

por las células del hígado (Qureshi y cols., 1983 a y b; Yeh y Yeh, 1994).  

 

I.2.- EFECTOS DEL AJO SOBRE EL COLESTEROL TOTAL 

 

Los niveles elevados de colesterol están directamente relacionados con un 

aumento del riesgo de sufrir una enfermedad coronaria (Verschuren y cols., 1995). 

Niveles por encima de 5.17 mmol/l (200 mg/dl) se consideran el punto por encima 

del cual se deberían considerar estrategias de reducción de los niveles de colesterol. 

Los fármacos usados para la disminuir los niveles de colesterol incluyen los 

inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA reductasa (estatinas), secuestradores 

de los ácidos biliares, fibratos y nicotinatos. Sin embargo, ninguno de estas opciones 

farmacológicas carecen de efectos adversos y algunos se han asociado con una 

potencial carcinogenicidad (Newman y Hulley, 1996), por ello, en los países 

industrializados del oeste está aumentando cada vez más el uso de alternativas o 

medicinas complementarias (Eisenberg y cols., 1993). 
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El colesterol, los triglicéridos y otras moléculas grasas de nuestra sangre, 

provienen de tres posibles fuentes:  

          - Ingestión de comida rica en grasa: lo que nuestro cuerpo no use, será 

almacenado en los tejidos y “desbordado” en el torrente sanguíneo. 

          - Lipogénesis endógena: casi todas las células de nuestro organismo 

pueden fabricar moléculas grasas, pero la principal fuente son las células del hígado y 

del tejido adiposo. 

          - Por una disminución de la degradación y eliminación de lípidos: 

normalmente, nuestro cuerpo degrada las moléculas grasas a través de un proceso 

normal de gasto de energía y con la excreción de los subproductos. Si éste proceso no 

tiene lugar regular o eficientemente, se producirá un acúmulo de lípidos en el cuerpo.   

 

Respecto a la segunda y la tercera fuente, hay ciertos factores como el alcohol 

que pueden contribuir al acúmulo de lípidos en sangre y tejidos. El alcohol, produce por 

un lado, un aumento en la síntesis endógena de colesterol y otros lípidos, y por otro, una 

disminución de la degradación de los lípidos de la dieta. Sin embargo, cuando las ratas 

eran alimentadas con una dieta rica en grasa y se les daba alcohol mezclado con aceite 

de ajo, no se observó ningún aumento de lípidos tisulares o sanguíneos, lo que indicaba 

que el ajo disminuía la lipogénesis endógena y/o aumentaba la degradación lipídica 

(Shoetan.y cols.,1984).                          

                                                                                                                                                               

Como se ha explicado anteriormente distintos estudios animales también 

demostraron que algunos componentes del ajo inhibían la síntesis de lípidos por las 

células del hígado (Qureshi y cols., 1983 a y b; Yeh y Yeh, 1994). Así, el ajo disminuye 

la actividad de varias enzimas lipogénicas incluyendo la glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa, y la enzima málica (Chi, 1982; Chi y cols., 1982; Qureshi y cols., 1983 

a y b), así como la enzima colesterogénica 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa 

(Qureshi y cols., 1983 a, 1983 b; Qureshi y cols., 1987). De esta forma, resulta 

razonable pensar que el efecto hipolipidémico del ajo es consecuencia de su capacidad 

de disminuir la lipogénesis y la colestrerogénesis en el hígado. Sin embargo, la máxima 

inhibición del la colesterogénesis hepática parece requerir múltiples componentes del 

ajo, tanto hidrofóbicos, hidrofílicos, o ambos. 
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Por otra parte, estudios llevados a cabo por Itokawa y cols. en 1973 y Adoga y 

Osuoi en 1986 demostraron que alimentando a ratas con ajo se produce una 

disminución de la actividad de algunas enzimas importantes implicadas en la síntesis de 

lípidos, no sólo en el hígado, sino también en otros tejidos adiposos.  

 

Se postula, por tanto, que el ajo actúa sobre las tres principales causas de 

hiperlipidemia: 

 

1. “Mueve” los lípidos de sus depósitos tisulares hacia la circulación 

sanguínea, y posterior excreción del organismo. 

2. Inhibe o reduce la lipógenesis endógena. 

3. Aumenta la degradación de los lípidos y la eliminación de los 

subproductos por el tracto intestinal. 

 

Estos mecanismos podrían explicar la reducción de los niveles de colesterol  

encontrados en este estudio, sin embargo, sería necesario estudiar más a fondo estos 

extractos para elucidar su posible mecanismo de acción. No obstante, las fracciones 

20-100 contienen un alto porcentaje de saponinas esteroídicas, y ha sido demostrada 

anteriormente por diversos autores la capacidad de las mismas de inhibir la absorción 

intestinal de colesterol así como su capacidad de reducir el colesterol en diversos 

modelos animales (Harwood y cols., 1993; Hosttetman y Marston, 1995; Matsuura, 

2001); Esto podría explicar el descenso importante en los niveles de colesterol 

encontrado con estas fracciones. 

 

Sin embargo, existe una gran controversia respecto a las propiedades 

hipolipemiantes del ajo; muchos estudios han demostrado la capacidad de ciertas 

preparaciones de ajo de disminuir los lípidos sanguíneos, aunque también otros han 

encontrado poca o ninguna actividad (Arora y Arora 1981; Simons y cols., 1995). 

Los resultados obtenidos en nuestro estudio sobre los niveles de colesterol 

coincidieron con otros estudios previos que demostraron la eficacia del ajo para 

disminuir los niveles de colesterol total. Algunos de estos estudios se encuentran 

recogidos en la tabla siguiente:  



  
                                                                                                             DISCUSIÓN 

 184

 

 

         Autor 

 

Preparación    

    de ajo 

 

 Trata-   

 miento 

Colesterol total 

 

Antes    Después 

  Triglicéridos 

 

Antes      Después 

Auer, 1990 

Zimmerman y 

Zimmerman, 1990 

Vorberg y Schneider, 

1990 

Brosche y cols, 1990 

Jain y cols., 1993 

Morcos, 1997 

 

 

Lash y cols., 1998 

Stevinson y cols., 

2000 (revisión 13 

estudios) 

Kwai, 600mg 

Kwai, 900mg 

 

Kwai,900mg 

 

Kwai,600mg 

Kwai,900mg 

Aceite de 

pescado+ ajo 

1200mg 

No conocida 

monopreparacio

-nes 

12 sem. 

3 sem. 

 

16 sem. 

 

3 meses 

12 sem. 

1 mes 

 

 

12 sem. 

≤10 

meses 

268 

287 

 

294 

 

260 

262 

230 * 

260(9%) 

 

230*** 

 

240*** 

247** 

↓ 11% 

 

 

↓5-6% 

↓ 0.41 

mmol/l 

171 

253 

 

207 

 

207 

151 

 

 

 

 

 

140* 

206(19%)

 

156* 

 

174* 

165 

↓34% 

 

Tabla 13 

 

*Kwai: preparación estándar con un 1.3% de alicina 

*Los asteriscos representan la significación (*p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001), o el 

porcentaje de cambio (%). 

* Todos los estudios se realizaron en humanos. 

 

I.3.- EFECTOS DEL AJO SOBRE LAS HDL Y LDL 

 

Como ya se conoce, la utilización de una dieta hipercolesterolémica conduce 

a un aumento de los niveles plasmáticos de colesterol total y LDL, y a una 

disminución de los de HDL con respecto a una dieta normocolesterolémica. Esto 

supone el depósito de las lipoproteínas en la pared vascular que serán oxidadas 
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modificándose su comportamiento biológico y pasando a ser citotóxicas y lesivas 

para el endotelio, y quimiotácticas para los monocitos que las fagocitan 

transformándose en células espumosas. La muerte y lisis de estas células 

desencadena un proceso inflamatorio  que tiene como resultado la formación de la 

placa de ateroma. 

 

En esta tesis doctoral observamos al final del cuarto mes de tratamiento, que 

la dieta rica en colesterol administrada al grupo control hipercolesterolémico produjo 

un aumento significativo del colesterol total y de las LDL y una disminución de las 

HDL. El tratamiento con ajo produjo una disminución de LDL en prácticamente 

todos los grupos y un aumento de HDL en el grupo RG 20-100 respecto al grupo 

hipercolesterolémico al final del cuarto mes de tratamiento. Esto coincide con los 

estudios llevados a cabo por Lau y cols. en 1987 que demostraban una disminución de 

las LDL a partir del tercer mes de tratamiento y con estudios más recientes llevados a 

cabo por Stevinson y cols. en el año 2000 que tras reunir los datos de otros 13 estudios 

llevados a cabo en pacientes hipercolesterolémicos con un total de 796 personas 

concluyó que el ajo producía un aumento de las HDL, una disminución de las LDL y 

una disminución del colesterol total en un 5.3%. 

 

I.4.- EFECTOS SOBRE LA PLACA DE ATEROMA 

 

La oxidación de las LDLox juega un importante papel en la iniciación y 

progresión de la aterosclerosis (Steinberg y cols., 1989; Cox y Cohen, 1996; Aviram, 

2000). Esta oxidación promueve la disfunción endotelial de los vasos sanguíneos por 

ejercer en su endotelio una citotoxicidad directa (Kuzuya y cols., 1991) al aumentar 

las propiedades quimiotácticas de los monocitos (Quinn y cols., 1987), y al 

transformar los macrófagos en células espumosas (Henriksen y cols., 1981). Todos 

estos eventos contribuyen a la aparición de la aterosclerosis. Por otra parte, el 

desarrollo de la placa de ateroma tiene un origen multifactorial, otros factores 

también contribuyen a su desarrollo: en la hipercolesterolemia se produce además, la 

reducción de la cantidad de colesterol transportado por las HDL en relación con el 

transportado por las LDL, el aumento de la liberación de factores quimiotácticos y 
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mitógenos para las células musculares, se pierde la superficie antitrombogénica, 

dominando la actividad procoagulante y disminuye la síntesis de NO que previene la 

adhesión de leucocitos a la pared arterial actuando de forma sinérgica con las PGI2 

(Radomski y cols., 1987). 

 

Las alteraciones funcionales producidas por el aumento de los niveles de 

colesterol y LDL oxidadas en la circulación o en la pared arterial contribuyen a la 

aparición de manifestaciones clínicas en pacientes con aterosclerosis como 

consecuencia de la ruptura de la placa, que al liberar su contenido al torrente 

sanguíneo produce la activación de las plaquetas, la formación de trombos y la 

oclusión del vaso. Las LDL oxidadas podrían promover la ruptura de la placa. La 

capacidad de las LDL oxidadas para aumentar la sensibilidad del vaso a estímulos 

contráctiles podría favorecer esta ruptura. Además, la alteración de la función 

endotelial ocasionada por las LDL oxidadas aumentaría el estrés de rozamiento en la 

circulación coronaria, lo que contribuye a disminuir la estabilidad de la placa y 

favorecer su ruptura (Loree y cols., 1992). La agregación plaquetaria que se produce 

cuando existe un endotelio disfuncionante, como ocurre en vasos ateroscleróticos, 

estaría agravada por las LDL oxidadas dando lugar a vasoespasmo, y dependiendo de 

la gravedad del trombo, a infarto y muerte.  

 

Existen múltiples estudios sobre diferentes extractos de ajo que confirman la 

capacidad de los mismos de reducir el tamaño de la placa aterosclerótica, así como 

los cambios que inducen en la apariencia histológica de la placa fibrosa grasa en la 

arteria carótida derecha. De igual modo, se ha observado una disminución de la 

formación de las estrías grasas y de la acumulación del colesterol en la aorta torácica 

(Heinle y Betz, 1994; Berthold y cols., 1998; Stevinson y cols., 2000; Campbell y 

cols., 2001). Algunos incluso han observado estos efectos independientemente de 

cualquier cambio en los niveles de colesterol total (Efendy y cols., 1997). Con los 

extractos usados en esta tesis doctoral, observamos una disminución significativa de 

la extensión de lesiones ateroscleróticas con todos los grupos estudiados. Si a su vez, 

nos fijamos en la disminución de las LDL, el aumento de las HDL y el aumento del 

óxido nítrico observado en los demás experimentos realizados, se podría explicar 
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esta disminución de la placa aterosclerótica. Además, ha sido ampliamente descrita la 

propiedad antioxidante del ajo, y por tanto su capacidad de evitar la oxidación de las 

LDL (Lewin y Popov, 1994). Esto también podría contribuir al efecto obtenido, 

aunque no ha sido estudiado en esta tesis doctoral. 

 

I.5.- EFECTOS SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR 

 

Durante el proceso de aterosclerosis se han observado alteraciones en la 

reactividad vascular, incluyendo una disminución de la vasodilatación dependiente 

de endotelio y un aumento de la respuesta frente a noradrenalina (Howes y cols., 

1997).  

 

I.5.1.- RESPUESTA FRENTE A AGENTES VASOCONSTRICTORES 

 

En nuestro estudio observamos en el grupo hipercolesterolémico al cabo de 

los cuatro meses de tratamiento un aumento en la respuesta a noradrenalina. Esto se 

podría explicar al observar el aumento paralelo observado en las LDL. Existen 

evidencias de que las lipoproteínas podrían aumentar la respuesta vascular frente a 

agentes vasoconstrictores por acción directa sobre el músculo liso vascular y a través 

de mecanismos que no están relacionados con la alteración de la relajación mediada 

por NO. Se ha propuesto como razón del aumento de la respuesta vasoconstrictora de 

los vasos ateroscleróticos frente a determinados agonistas el incremento del número 

de receptores adrenérgicos o de su afinidad (Nanda y Henry, 1982) pero no parece 

ser adecuada porque cuando se elimina el calcio extracelular o se bloquea su entrada 

en las células, el aumento de la sensibilidad frente a noradrenalina inducida por el 

colesterol desaparece (Broderick y cols., 1989). Otra posible explicación sería la 

alteración de la membrana de las células musculares lisas como consecuencia de la 

exposición a colesterol, haciéndola más sensible ante la estimulación de los 

receptores adrenérgicos (Broderick y cols., 1989).  

 

La oxidación de las LDL parece ser un factor importante en la potenciación 

de estos efectos vasoconstrictores (Galle y Bassenge, 1991). Los mecanismos 
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involucrados en el aumento de las respuestas vasoconstrictoras en presencia de LDL 

oxidadas no están del todo claros. Strickberger y cols., en 1988, indicaron que los 

niveles de calcio en músculo liso de arterias ateroscleróticas de conejos eran 

elevados. En células musculares lisas en cultivo, se observó que el aumento de 

colesterol en la membrana plasmática producía un aumento de los niveles de calcio 

en el citoplasma de estas células (Gleason y cols., 1991). Puesto que los bloqueantes 

de canales de calcio anulan este efecto, se ha sugerido que un aumento en el 

contenido de colesterol de las membranas celulares podría producir alteraciones en la 

bicapa lipídica e inducir cambios en la conformación o en la posición de las proteínas 

de los canales de calcio, activando de esta forma canales que previamente eran 

“silenciosos”. Así, el aumento de la respuesta vascular frente a vasoconstrictores 

asociada a la hipercolesterolemia parece estar mediada por cambios en el contenido 

de colesterol de las membranas de las células del músculo liso vascular lo que resulta 

en un aumento de la entrada de calcio. La idea del aumento generalizado de la 

permeabilidad de la membrana al calcio en las células musculares lisas como 

consecuencia de la exposición a niveles elevados de colesterol es sostenida por 

algunos (Yokoyama y Henry, 1979; Orlov y cols., 1993; Thorin y cols., 1994) pero 

no por todos los estudios (Heistad y cols., 1984). Fleischhacker y cols., en el 2000 

observaron también cambios significativos en la distribución del Ca2+ subcelular en 

células musculares lisas, así como un aumento de aniones superóxido en arterias 

uterinas de pacientes hipercolesterolémicos, lo que produciría una disminución de la 

relajación dependiente de endotelio así como un aumento en la contractilidad 

vascular en respuesta a NA o KCl. 

 

Los niveles elevados de LDL podrían aumentar también las respuestas 

vasoconstrictoras como consecuencia del aumento de la liberación de endotelina. En 

pacientes con hipercolesterolemia se han encontrado niveles elevados de ET-1 en 

plasma en relación con los controles (Haak y cols., 1994). Se ha observado que las 

LDL oxidadas inducen la expresión y liberación de endotelina en células endoteliales 

de humanos (Boulanger y cols., 1992), y que esta potencia las respuestas 

vasoconstrictoras frente a noradrenalina (Yang y cols., 1990). Sin embargo, no se 

sabe hasta qué punto el aumento de la liberación de endotelina es consecuencia de la 
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falta de actividad del NO, puesto que el NO es capaz de suprimir la liberación de esta 

(Cao y cols., 1994). 

 

Así, en nuestros experimentos, cuando estudiamos los efectos sobre la 

reactividad vascular en arteria aorta, encontramos un aumento de la reactividad 

frente a NA como consecuencia de la dieta hipercolesterolémica, lo que está de 

acuerdo con trabajos anteriores (Nanda y Henry, 1982; Heistad y cols., 1984; 

Broderick y cols., 1989). Sin embargo, a pesar de la capacidad de todos los extractos 

y fracciones de ajo de disminuir las LDL observada anteriormente, así como su 

capacidad antioxidante, lo que podría hacer esperar una prevención de este aumento 

de la contractilidad, sólo se previno en el caso de la fracción RG 20-W, aunque no de 

forma significativa.  

 

I.5.2.- RELAJACIÓN DEPENDIENTE E INDEPENDIENTE DE ENDOTELIO 

 

Numerosos estudios han demostrado la falta de actividad del óxido nítrico en 

respuesta a agonistas como la acetilcolina o bradiquinina en arterias ateroscleróticas 

de conejos u otras especies, y en pacientes con enfermedad coronaria (Harrison, 

1996; Matthys y Bult, 1997). Sin embargo, algunos estudios muestran que la 

superficie del vaso cubierta por endotelio es similar en vasos normales y 

ateroscleróticos (Frieman y cols., 1986; Simonsen y cols., 1991). En estudios 

realizados en aorta de conejo donde se encuentra alterada la relajación colinérgica, se 

ha visto que el endotelio permanece intacto y sólo se observan ligeros cambios en la 

estructura de la célula endotelial (Habib y cols., 1986; Verbeuren y cols., 1986). Por 

tanto, la alteración de la relajación dependiente de endotelio en vasos ateroscleróticos 

podría no ser atribuida a la pérdida de endotelio. Estas alteraciones en la relajación 

parecen deberse a un proceso multifactorial que implicaría cambios a nivel del 

músculo liso, disminución de la liberación de factor relajante derivado de endotelio y 

destrucción del NO por los constituyentes de la placa de ateroma (Verbeuren y cols., 

1986, 1990).  
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Minor y cols., en 1990 detectaron un aumento de la producción de NO 

vascular en situaciones de hipercolesterolemia con lo que la alteración de la 

vasodilatación mediada por NO sería resultado de una falta de eficacia del NO más 

que de una falta de producción de este. Existen estudios que muestran un aumento de 

la expresión de la NO sintasa inducible en estados avanzados de aterosclerosis (Esaki 

y cols., 1997) que, en las áreas necrosadas de la placa, parece ser capaz de generar 

grandes cantidades de O2
- (Xia y Zweier, 1997). Sin embargo, estudios realizados por 

Hernández-Perera y cols. y Vidal y cols. en 1998 mostraron que las LDL oxidadas 

reducían la expresión de la NO sintasa en las células endoteliales por lo que en la 

disfunción endotelial estarían implicados tanto el aumento de la degradación de NO 

como la reducción de su síntesis.  

 

Otra alteración que podría contribuir a la disminución de la relajación 

inducida por ACh en situaciones de hipercolesterolemia sería el engrosamiento de la 

pared vascular que se comporta como una barrera dificultando la difusión del NO 

hacia las células musculares lisas (Ross, 1993; Ross, 1999).  

 

Un tercer factor  que podría participar en la alteración de la respuesta 

dependiente de endotelio en situaciones de aterosclerosis serían los cambios en la 

composición lipídica y fluidez de la membrana que alteran la afinidad del músculo 

vascular por EDRF o la liberación de EDRF (Lurie y cols., 1985). Cambios en la 

composición lipídica de las membranas de las células endoteliales podrían producir 

alteraciones en la afinidad  o el número de receptores de tal forma que el EDRF no 

pudiera ser producido por el endotelio. 

 

La oxidación de las LDL parece ser un factor importante en la alteración de la 

vasodilatación dependiente de endotelio por las LDL (Galle y Bassenge, 1991). Se 

han propuesto varios mecanismos para justificar este hecho. La administración de 

SOD atenúa el deterioro de la relajación endotelio dependiente inducido por el 

colesterol en conejos (White y cols., 1994). Galle y Bassenge, en 1991, mostraron 

que el NO liberado de células endoteliales en cultivo era inactivado por las LDL 

oxidadas. En otro estudio, la estimulación de la guanilato ciclasa en el músculo liso 
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vascular por el NO era disminuida de forma dosis dependiente por las LDL oxidadas 

(Schmidt y cols., 1991). Lípidos como la lisolecitina y la lisofosfatidilcolina de las 

LDL oxidadas parecen participar en la inactivación del NO por las LDL oxidadas 

(Mangin y cols., 1993). También existen evidencias de que las LDL aumentan la 

producción de anión superóxido (O2
-) por las células endoteliales (Ohara y cols., 

1993), resultando en un aumento de la inactivación del NO.  

 

Los efectos de otras lipoproteínas sobre la reactividad vascular han sido poco 

estudiados. Estudios epidemiológicos han mostrado una relación inversa entre los 

niveles de HDL en suero y el desarrollo de aterosclerosis (Dawber, 1980; Philip y 

cols., 1987), pero el mecanismo fisiopatológico aún no está claro. Las HDL parecen 

revertir la inhibición de la relajación dependiente de endotelio en respuesta a ACh 

que tiene lugar en presencia de LDL en preparaciones de aorta de conejo (Matsuda y 

cols., 1993). Algunos trabajos han sugerido que las HDL podrían proteger a las LDL 

frente a la modificación oxidativa, estando involucradas en este efecto algunas de las 

enzimas localizadas en las HDL, principalmente la paraoxonasa (Mackness y 

Durrington, 1995). De esta forma niveles elevados de HDL podrían proteger frente a 

la alteración de la respuesta vasodilatadora mediada por NO que acompaña a niveles 

altos de LDL. 

 

Nuestros resultados confirman estudios previos que muestran una disfunción 

endotelial en arterias aorta procedentes de animales hipercolesterolémicos 

(Verbeuren y cols., 1986; Jayakody y cols., 1988). Respecto a los grupos tratados 

con ajo, aunque prácticamente todos mejoraron la relajación inducida por ACh, sólo 

las fracciones 20-W se acercaron de forma significativa a la relajación del grupo 

control normal. Se han propuesto varios mecanismos por los cuales se podría 

explicar este efecto: el ajo aumenta al actividad de la oxido nítrico sintasa, la enzima 

que aumenta los niveles de óxido nítrico en el cuerpo (Das y cols., 1995a, 1995b), 

también se ha descrito su capacidad antilipidémica (Zimmerman y Zimmerman, 1990; 

Jain y cols., 1993) y antioxidante (Yamasaki y cols., 1994) evitando así la oxidación 

de las LDL y el posible daño endotelial, además, el ajo produce una disminución del 

grosor de la neoíntima mejorando la difusión del NO (Heinle y Betz, 1994).  Por otra 
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parte, el análisis de los aminoácidos del ajo reveló que es una fuente rica de L-

arginina, el precursor del NO, sin embargo, no se vio que fuera la responsable de la 

activación de la NOs (Das y cols., 1996).  

 

En contraste, la relajación independiente de endotelio, no se vio alterada al 

final del tratamiento con la dieta hipercolesterolémica, pero sin embargo, empeoró 

con varias de las fracciones y extractos excepto con RG 20-W, FG 20-W, FG 20-100 

y FG 20-20.  

 

II.- ESTUDIO IN VITRO: EFECTO DE LAS FRACCIONES Y EXTRACTOS 

DE AJO SOBRE EL MÚSCULO LISO VASCULAR 

 

II.1.- AORTA: EFECTOS SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR 

 
II.1.1.- EFECTOS DIRECTOS EN AORTA 

 

Existen diferentes mecanismos propuestos para el efecto vasodilatador que 

ejerce el ajo:  

 

• Algunos estudios han demostrado que el ajo es un potente vasodilatador 

(Siegel y cols., 1991; Agel y cols., 1991) y que este mecanismo podría ser debido a 

una inhibición de la entrada de calcio extracelular así como a una inhibición de la 

salida de calcio intracelular.  

 

• Otros estudios sugieren que este efecto es debido a la propiedad del ajo de 

aumentar la actividad de la óxido nítrico sintasa, la enzima que aumenta los niveles 

de óxido nítrico en el organismo (Das y cols., 1995a, 1995b).  

 

• Y a su vez, otros estudios adjudican este efecto vasodilatador a una posible 

acción del ajo sobre la apertura de los canales de K+ dependientes de calcio en la 

membrana del músculo liso vascular, produciendo una hiperpolarización. Esta 
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hiperpolarización cierra aproximadamente el 20% de los canales de calcio tipo L, 

produciéndose una vasodilatación (Siegel, 1992, 1999).  

 

• Finalmente hay investigadores que proponen un mecanismo dual, es decir, 

que la relajación de las arterias producida por el ajo tiene un componente 

predominantemente endotelial (aumenta la producción de NO), pero también tiene un 

efecto directo sobre el músculo liso vascular probablemente vía hiperpolarización de 

la membrana celular y/o inhibición de la apertura de los canales de calcio (Fallon y 

cols., 1998) 

 

En una primera parte del estudio in vitro, nos propusimos estudiar los efectos 

directos de los extractos y fracciones de ajo sobre arteria aorta de ratas wistar. Para 

ello, estudiamos diferentes parámetros:  

 

- A nivel basal, es decir, el efecto producido sobre arterias con una 

contracción basal de 1 gramo. No se produjeron efectos significativos que alteraran 

la tensión basal.   

 

- Los resultados obtenidos es nuestro estudio cuando relajamos con ajo 

arterias precontraídas con NA 10-6 M ó KCl 80 mM, muestran que con la mayoría de 

los extractos y fracciones estudiados se produjo una relajación de la contracción que 

en la mayoría de los casos fue mayor si la arteria estaba precontraída con NA 10-6 M 

que con KCl 80 mM:  

 

* Fracciones 20-20: relajaron la contracción producida por NA pero no la 

de KCl. Al contraer con KCl la relajación posterior no puede ser debida a una 

salida de potasio con la consiguiente hiperpolarización sino a otros 

mecanismos en los que estaría implicado el calcio. Así, si las fracciones 20-20 

relajan la contracción de NA y sin embargo al contraer con KCl esta relajación 

desaparece, sugiere que la relajación producida por estas fracciones podría ser 

debida mayoritariamente a una hiperpolarización. Esto coincide con los 

estudios realizados por Siegel y cols. en 1992 y 1999. 
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* Extractos (RG EXT y FG EXT): en este caso, la relajación de la   

contracción por NA fue significativamente mayor que la relajación de la 

contracción producida por KCl, que no desapareció totalmente. Esto sugiere 

que además de un mecanismo a través de la hiperpolarización, podría existir 

algún otro mecanismo implicado probablemente calcio-dependiente. 

 

*Fracciones 20-100: las fracciones 20-100 relajaron prácticamente lo 

mismo (casi el 100%) en ambos casos (NA y KCl). Esto sugiere que el 

mecanismo vasodilatador es debido a otro diferente de la hiperpolarización,  

posiblemente relacionado con el calcio. 

 

- Respecto a la inhibición de la contracción producida por NA 10-6 M o 

KCl 80 mM, también fue mayor cuando se contraía con NA 10-6 M que cuando se 

hacía con KCl 80 mM, sólo en los casos de las fracciones 20-100 esta inhibición fue 

similar. Esto sugiere que en todos los casos habría una inhibición tanto de la entrada 

de calcio extracelular como de la salida de calcio del retículo. Esto está de acuerdo 

con los resultados obtenidos por Siegel y cols. en 1991 y Agel y cols. en 1991. En las 

fracciones 20-100 estarían implicados por igual en esta inhibición los canales de 

calcio dependientes de agonista (NA) (ROC) como los canales de calcio 

dependientes voltaje (KCl) (VOCs), mientras que en las demás fracciones o 

extractos, predominaría una inhibición de los canales de calcio dependientes de 

agonista (ROC). 

 

II.1.2.-  MECANISMO DE ACCIÓN DE RG 20-100 

 

En la segunda parte de nuestro estudio in vitro intentamos elucidar el posible 

mecanismo de acción de RG 20-100 sobre la reactividad vascular, ya que con los 

resultados anteriormente obtenidos observamos que esta fracción era la que ejercía 

un efecto mayor sobre la reactividad vascular de forma general, aunque muy similar 

a la fracción FG 20-100. Sin embargo consideramos más interesante centrarnos en la 

fracción cruda en lugar de la congelada al ser más habitual su uso en la alimentación. 
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Así quisimos estudiar más en profundidad si ejercía un efecto sobre el endotelio 

vascular, sobre el músculo liso o sobre ambos. De este modo, a nivel de endotelio, 

realizamos diferentes experimentos:  

 

− Observamos que en presencia de indometacina (inhibidor de las prostaglandinas) 

la curva de relajación con ajo no era significativamente diferente de la obtenida 

en ausencia de indometacina, lo que hacía prever que la relajación producida por 

ajo no estaba mediada a través de las prostaglandinas. 

 

− En presencia de L-NAME la curva de relajación con ajo tampoco fue 

significativamente diferente de la obtenida en ausencia de L-NAME. Esto 

indicaba la no implicación del NO en la relajación producida por la fracción RG 

20-100 y un posible efecto directo del ajo sobre el músculo liso vascular,  

 

− Para corroborar que el mecanismo de acción era independiente de endotelio, 

relajamos con ajo las arterias precontraídas con NA 10-6M en presencia o en 

ausencia de endotelio, y observamos una relajación idéntica en ambos casos. Esto 

confirmaba la ausencia de efecto de los factores derivados de endotelio en la 

relajación producida por ajo. 

 

De esta forma, procedimos a estudiar el efecto directo de RG 20-100 sobre el 

músculo liso vascular: 

 

− Para ello, estudiamos la influencia que pudiera tener el ajo sobre la curva de 

relajación producida por NPS (relajación independiente de endotelio), y 

observamos que no se producían diferencias significativas en esta relajación 

cuando se incubaba con ajo, lo que sugería al menos, la ausencia de toxicidad del 

ajo sobre el músculo liso vascular  ya que no empeoraba la curva a las dosis 

estudiadas. Asimismo, tampoco activaría el mecanismo donador de NO del NPS, 

lo que podría sugerir que no actuaría estimulando la guanilato ciclasa ni el 

GMPc. Por otra parte, tampoco actúa sobre el endotelio como se ha visto 
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anteriormente, por lo que podríamos postular un mecanismo de acción directo 

sobre los canales de calcio como un antagonista de calcio.  

 

− Así, quisimos valorar el posible efecto que RG 20-100 pudiera tener sobre la 

entrada  de calcio extracelular o sobre la salida de calcio del retículo 

sarcoplásmico, ambos mecanismos que desencadenan la vasoconstricción. En 

nuestro caso, RG 20-100 produjo una disminución de la entrada de calcio 

extracelular de forma dosis-dependiente como se muestra en los experimentos 

realizados en medio Krebs 0Ca, así como una inhibición de la salida de calcio del 

retículo sarcoplásmico como muestra el experimento de Hester. Estas dos 

circunstancias podrían explicar el posible mecanismo vasodilatador de la fracción 

RG 20-100 y estaría de acuerdo con Siegel y cols. (1991) y con Agel y cols. 

(1991). Por otra parte, la ausencia total de efecto sobre el endotelio, sólo ha sido 

descrita hasta la fecha por Kaye y cols. en el 2000 al estudiar la alicina, un 

potente vasodilatador presente en el ajo, en el lecho pulmonar de rata. 

 

 
II.2.- MESENTÉRICA: EFECTOS SOBRE LA REACTIVIDAD VASCULAR 
 

 

Paralelamente al estudio anterior, procedimos a realizar experimentos 

similares en arteria mesentérica, con el fin de elucidar posibles diferencias entre 

ambos lechos vasculares, puesto que en la microcirculación periférica es el EDHF el 

que contribuye mayoritariamente a la relajación dependiente de endotelio (Harasawa 

y cols., 1997), y el calcio extracelular el que contribuye a su contracción (Cauvin y 

cols., 1984). Existen estudios sobre la alicina (un componente del ajo) que 

observaron una vasodilatación del lecho mesentérico que era independiente de la 

liberación de prostaglandinas o de un mecanismo β-adrenérgico (Mayeux y cols., 

1988). 

 

Al igual que en el caso de la aorta, los resultados obtenidos cuando relajamos 

con ajo arterias precontraídas con NA 10-6 M ó KCl 80 mM, muestran que con todos 
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los extractos y fracciones estudiados se produjo una relajación de la contracción. Sin 

embargo, pudimos distinguir algunas diferencias: en general todas las fracciones y 

extractos relajaron más el lecho mesentérico que la aorta, pero en el caso de las 

fracciones 20-100 esta diferencia no fue significativa ya que en ambos casos la 

relajación fue próxima al 100%. Podemos resumir los datos obtenidos en la arteria 

mesentérica:  

 

*Fracciones 20-20: a diferencia de la aorta donde el ajo no relajó la 

contracción inducida por KCl, en arteria mesentérica si relajó esta contracción 

y de manera similar al efecto producido con la contracción con NA. Esto 

implicaría un mecanismo de acción que podría no depender de la 

hiperpolarización. A pesar de que en la arteria mesentérica ha sido descrita la 

implicación mayoritaria del EDHF en la relajación de la misma, en este caso 

estaría implicado otro mecanismo en la relajación, probablemente un bloqueo 

de la entrada del calcio extracelular. 

 

*Extractos (RG EXT y FG EXT): la relajación de la contracción por NA 

fue, al igual que en la aorta, significativamente mayor que la relajación de la 

contracción producida por KCl. Esto sugiere que además de un mecanismo a 

través de la hiperpolarización, podría existir algún/os otro/s mecanismo/s 

implicado/s. 

 

*Fracciones 20-100: Al igual que en la aorta las fracciones 20-100 

relajaron prácticamente lo mismo (casi el 100%) en ambos casos (NA y KCl). 

Esto sugiere que el mecanismo vasodilatador es debido a otro diferente de la 

hiperpolarización y relacionado con el calcio extracelular. 

 

 

Por otra parte sólo las fracciones 20-100 inhibieron la contracción producida 

por NA 10-6 M y la contracción producida por KCl 80 mM (en este último caso 

también la inhibió RG 20-20 pero en menor medida). Esto sugiere que la fracción 20-

100 produciría una inhibición de la entrada de calcio extracelular. En las fracciones 
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20-100 estarían implicados por igual en esta inhibición los canales de calcio 

dependientes de agonista (NA) (ROC) como los canales de calcio dependientes 

voltaje (KCl) (VOCs). 

 

III.- CULTIVOS CELULARES 

 

Como se indicó en la introducción son múltiples los autores que han descrito 

los efectos antiproliferativos del ajo: Lee y cols. en 1994, Orekhov y cols. en 1995, 

Efendy y cols. en 1997, Sooranna y cols., 1997. En nuestro estudio, observamos una 

inhibición de la proliferación de células musculares lisas de aorta de rata al incubar 

con dos de las dosis más altas utilizadas (30 y 10 µg/ml). Para comprobar si este 

efecto era debido a una toxicidad celular y no a una inhibición de la proliferación, 

medimos la LDH liberada en presencia de ajo, observando que no existía una 

diferencia significativa con la cantidad de LDH liberada por las células en situación 

control, lo que evidenciaba una ausencia de toxicidad a las dosis ensayadas. Además, 

el análisis realizado por citometría de flujo evidenciaba que la presencia de RG 20-

100 en el medio de cultivo no producía una apoptosis mayor que en situación control. 

Esta falta de toxicidad coincide con los resultados obtenidos por Cho y Xu en el año 

2000 que observaron que en cultivo de hepatocitos el ajo no producía citotoxicidad a 

dosis por debajo de 50µg/ml. 

 

Los mecanismos sugeridos por diferentes autores para explicar este efecto 

antiproliferativo son los siguientes:  

 

- Prevención de la progresión de las células de la fase G1 a la fase S, y por 

tanto se produciría una acumulación de las células en la fase G1 (Xie y cols., 

1992). 

- Arresto de las células en fase G2/M debido a una inhibición de la kinasa 

p34cdc2 (Zheng y cols., 1997; Knowles y Milner, 2001). 

- Alteración profunda de la fosforilación de varias proteínas del músculo liso 

incluyendo cambios en las fosfotirosinas.  
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Además existen otros mecanismos in vivo que podrían explicar asimismo la 

capacidad antiproliferativa del ajo: 

 

- Por la inhibición de la agregación plaquetaria producida por el ajo (Apitz-

Castro y cols., 1992; Lawson y cols., 1992); Esto prevendría la liberación de 

factores de crecimiento (ej. PDGF), y de las sustancias quimioatrayentes de 

las plaquetas (Ross y cols., 1974; Asada y cols., 1992), y produciría una 

disminución de la respuesta hiperplásica de las células musculares lisas 

secundaria al daño vascular. 

- Por el aumento del NO que el ajo produce en el organismo. 

- Existen evidencias de la habilidad antineoplásica in vivo e in vitro del 

componente alil sulfuro presente en el ajo. Esto se explica por un aumento 

de la fluidez de la membrana celular y una supresión de la adhesión mediada 

por la integrina IIb-IIa, producida por alteraciones en el colesterol, ácido 

araquidónico, fofolípidos y/o tioles de la membrana.  Este efecto depende de 

la concentración y duración de la exposición a los componentes azufrados. 

El alil sufuro también actúa suprimiendo la proliferación celular al bloquear 

las células en fase G2/M (Knowles y Milner, 2000). 

 

Como ya se explicó anteriormente, la fracción RG 20-100 es un potente 

vasodilatador, con un mecanismo de acción relacionado con la inhibición de la entrada 

de calcio extracelular y la salida de calcio del retículo sarcoplásmico de la célula 

muscular. Numerosos estudios han demostrado las propiedades inhibidoras del 

crecimiento celular de las sustancias vasodilatadoras (Ide y cols., 1994; Gibbons, 1995) 

lo que podría explicar la capacidad antiproliferativa de RG 20-100. 

 

Con el fin de elucidar en qué punto del ciclo celular actuaba la fracción 

estudiada, realizamos un estudio por citometría de flujo y aunque no observamos 

ningún cambio significativo en el porcentaje de células distribuidas en las distintas fases 

del ciclo (G0/G1, S, G2/M) entre el grupo control y el tratado, el análisis de la síntesis de 

DNA en la fase S reveló una menor síntesis en los grupos tratados con RG 20-100 lo 
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que podría explicar el retraso en la división y proliferación celular encontrada a los 8 

días de tratamiento con RG 20-100. 
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1.- El suplemento con ajo previno el aumento en los niveles plasmáticos de 

colesterol y disminuyó las LDL en todos los grupos estudiados. En el grupo tratado 

con RG 20-100 se produjo asimismo, un aumento de las HDL, por lo que se podría 

considerar a esta fracción como la más favorable para la prevención de la 

hipercolesterolemia, con un mecanismo de acción probablemente relacionado con su 

contenido en saponinas esteroídicas. 

 

2.- Los extractos y fracciones de ajo estudiados ex vivo durante cuatro meses 

mejoraron la reactividad vascular de la aorta de ratas hipercolesterolémicas, a través 

de un mecanismo de acción relacionado con el aumento de óxido nítrico y la 

prevención en la formación de la placa aterosclerótica. 

 

3.- Todos los extractos estudiados actúan como vasodilatadores in vitro e 

inhibidores de la contracción, siendo las fracciones 20-100 las más potentes.  

 

4.- La fracción RG 20-100 que tiene un efecto vasodilatador endotelio-

independiente, ejerce un efecto directo sobre el músculo liso vascular actuando como 

antagonista de calcio al inhibir la entrada de calcio extracelular y la salida de calcio 

del retículo sarcoplásmico. 

 

5.- La fracción RG 20-100 inhibe la proliferación de células musculares lisas 

de aorta de rata a las de dosis de 10 y 30 µg/ml. Este efecto, independiente de 

toxicidad celular, es debido a una inhibición en la síntesis de DNA. 

 

En conclusión podemos decir que los extractos y fracciones de ajo estudiados 

en esta tesis doctoral actúan mejorando la función vascular cuando son administrados 

de forma crónica, a través de un mecanismo en el que esta implicado el  óxido nítrico 

y la prevención en  la formación de placas ateroscleróticas. Y que sin embargo, la 

administración in vitro produce un efecto vasodilatador directo sobre el músculo liso 

vascular dependiente de calcio. Siendo en ambas situaciones la fracción RG 20-100 

la más activa. 
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