o

1B
fig

IREROVR O
&‘..?t;.gf

i‘

:
§]

iCULTAD DE CIENCIAS

-1
=

v A
24

v

DES Y EFECTOS DEL

i

o]
S
=
=
L

§

H
22

L

?RGFPFME

&

5

oy

OnRIGUEZ

k‘;‘
%
it

st

= ¥
T T T i e e T VP AR IR T EDY

SAN LUIS POTOSI, SLP.






AU UMWRA M




72

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
CENTRO DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS
DE POSGRADO

PROPIEDADES Y EFECTOS DEL AJO (Allium satium) SOBRE
EL CRECIMIENTO DE ALGUNAS ESPECIES DE HONGOS.

TESIS PROFESIONAL

que para obtener el titulo de
QUIMICO FARMACOBIOLOGO

P T &w K.V R

MA. MATILDE  PEDRAZA  RAMOS

ASESORADA POR
 MC. ISMAEL  ACOSTA  RODRIGUEZ

SAN LUIS POTOSI, SLP. 1993




g6k
. IS
r<¢



El secreto para poder alcanzar el exito
es saber aprovecharilo cuando este se
presenta.



DEDICATORTIAS.

A Dios:
Porgque me deja estar viviendo
el destino gue me ha brindado.

A Mis Padres:

Por su sacrificio incondicional gue
me ofrecieron para gue pudiera ser
alguien en esta vida.

A His Hermanos: ;
Que me aconsejaron y me apoyaron
durante toda mi carrera.

A Mi Asesor: Ismael Acosta Rodriguez.
Que me dedicd parte de su tiempo para poder
lograr mi meta.

Por su apoyo y amistad.



I NDICE G ENERAL.

TITULO Pagina.

Resumen. 3
Introduccidn. 2
Antecedentes, 13
Objetivo General. 16
Metodologia. 17
Material y Equipo. 18
Preparacidn de Reactivos,

Medios de Cultivos y Extractos. 19
Técnicas utilizadas. 21
Resultados. . 24
Discusidn. 43
Conclusiones. 45

Bibliografia. _ 46



Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

Tabla

NO.]..—

NO-?.-

No.3.-

NO-‘.-

no.s--

NO.‘--

NO.?.-

NO.B.-

INDICE D E TABLAB.

TITULO

Diferencias mds notables entre
procariotes y eucariotes.

Sitios de accidn de algunas drogas
antimicoticas.

Componentes del Ajo.

Contenidoc de proteinas del Extrac-—
to Concentrado Fresco de Ajo (ECFA)
determinado por Lowry.

Efecto de diferentes Concentracio-
nes del Extracto Concentrado Fresco
de Ajo (ECFA) sobre el crecimiento

de candida albjcans,

Efecto del Extracto Concentrado
Fresco de Ajo (ECFA) sobre el cre-
cimiento de diferentes concentra-—

ciones de candida albicans.

Efecto del Carbdn activado sobre
la actividad inhibitoria del
Extracto Concentrado Fresco de Ajo

(ECFA) en Candida albicans.

Efecto del Extracto Concentrado

Fresco de Ajo (ECFA) sobre el cre-
cimiento de diferentes especies de
hongos.

12

15

26

28

29

33

34



Fig.

" Fig.

Fig.

INDICE DE FIGURAS.

TITULO

No.1.~ Efecto de diferentes diluciones del

Extracto Concentrado Fresco de Ajo
(ECFA) .

No.2.-~ Vida media de la actividad antifian-—

gica del Ajo a 4°C.

No.3.- Efecto de la actividad antiflingica

del Ajo en tubos destapados.

No.4.- Efecto de la actividad antifingica

del Ajo en tubos desta pados a
diferentes temperaturas.

No.5.~ Efecto de diferentes diluciones del

Extracto Concentrado Fresco de Ajo
(ECFA) sobre el crecimiento de
candida albicans. :

No.6.- Efecto del Extracto Concentrado

Fresco Ajo (ECFA) sobre el creci-
miento de diferentes concentracio-—
nes de Candida albicans.

No.7.- Efecto de diferentes concentracio-

nes del Extracto Concentrado Fresco
de Ajo (ECFA) sobre el crecimiento
de Candida albicans.

No.8.~ Efecto del Extracto Concentrado

Fresco de Ajo (ECFA) sobre el cre-—
cimiento de Histoplasma capsulatum.

No.9.~ Efecto del Extracto Concentrado

Fresco de Ajo (ECFA) sobre el cre-—
cimiento de Wangjella dermatitidis.

Na.10.-Efecto del Extracto Concentrado

Fresco de Ajo (ECFA) sobre el cre-

cimiento de Cladesporium carrjonii.

No.11.-Efecto del Extracto Concentrado

Fresco de Ajo (ECFA) sobre el cre-
cimiento de Mucor rouxii.

No.l2.—-Efecto del Extracto Concentrado

Fresco de Ajo (ECFA) sobre el cre-
cimiento de Penicillium marneffei.

Pagina.

27
30

31

32

35

36

37

38

39

40

41

42



RESUMEN.

El ajo ha sido wusado como condimento, alimento vy
medicamento popular desde hace mucho tiempo. En la literatura se
ha descrito que sus extractos poseen actividad "jin vitro" contra

el crecimiento de cCandida s8p., "in vivo" e "in vitro" contra
dermatofitos, y hay contradicciones con respecto a su efecto
sobre gCryptococgus neoformans (Louria y cols., 1989).

No se ha reportado en la 1literatura su efecto contra
contaminantes ambientales, siendo por eso que en este estudio se
analizaron algunos de esos hongos contaminantes como Alternaria
alternata, Trichotecium sp para ver si existe o no un efecto
inhibitorio del Extracto Concentrado Fresco de Ajo (ECFA) sobre
ellos.

También se estudiaron algunas de las propiedades del ECFA
para observar si se modificaba la actividad antifiingica; para
lo cual, se usd como control al hongo dimérfico candida albicans.

Algunos factores que modificaron esta actividad antifﬁngica
fueron los siguientes:

-~ Diluido 1:10, 1:100, 1:1000 en solucidn salina al 0.85%
estéril.

— A 4°C y 28°C en recipientes destapados durante 24 hrs.

— A 60°C durante 60 min.

— A 4°C durante 55 y 60 dias.

- En presencia de Carbdn activado.

Mientras que por otro lado se determind la cantidad de
proteinas de un ECFA y un extracto viejo (inactivo) donde se vié
gue é€ste contenia mds cantidad de proteina que el extracto
fresco, €sto se debe probablemente a que hay mas proteinas
precipitadas en el extracto viejo que en el fresco (28.2 mg/ml y
20.0 mg/ml respectivamente). AUn no encontrandose reportado nada
de este dato en literaturas consultadas.

Por otra parte se realizd el estudio con diferentes
concentraciones del ECFA donde se obtuvo que produce el mismo
efecto de inhibicidn sobre el hongo y que a medida que aumenta la
concentracidn de las levaduras, este efecto disminuye
ligeramente. :

Posteriormente se realizaron pruebas de inhibicidn sobre 19
especies de hongos diferentes de las cuales 17 fueron
susceptibles, entre los gue destacan:

Histoplasma capsulatum, Coccidiocojdes jmmjtis, Wangiella
dermatitidis, Paracoccidjoides bragsiliensis, Criptococcus
neoformans y diferentes especies de Aspergiljus. Mientras gque los
hongos gue no fueron inhibidos fueron Mucor rouxjii y Penicillium
marneffeij.



I NTRODUCCTION.

Contrariamente a lo ocurrido con la terapia antlbacterlana ’
los avances en el tratamiento de enfermedades micéticas han sido
lentos. Llas razones para ello son miltiples: a) las infecciones
funqlcas suelen ser menos frecuentes gue las bacterianas,
afectando mayormente a la poblac:Lon rural y de escasos recursos;
b) las - infecciones micdéticas mas comunes, como las
dermatomicosis, no ponen en peligro la wvida del paciente, por 1lo
gue no hay muchos incentivos para el desarrolio de nuevos agentes
antifingicos; ¢) los hongos son organismos eucarlotes, Y en
consecuencia resulta dificil desarrollar agentes antifingicos que
tengan especificidad por estructuras del hongo, como es el caso
de los mds exitosos agentes antibacterianos.

No obstante estas premisas, actualmente se ha registrado un
incremento en 1la frecuencia de las micosis, especialmente las
sisté€micas, debido a diversos factores tales como la mayor
abundancia de pacientes inmmunosuprimideos o el mejor control de
otras infecciones, lo que favorece indirectamente la invasiJin por
hongos. Motivos como estos han estimulado en afios recientes 1la
investigacidn en 1la terapéutica antifidngica, encaminada a
encontrar drogas efectivas y altamente selectivas que permitan la
recuperacion rdpida del paciente sin secuelas negativas para su
salud (Rippon, 1990; San Blas, 1991).

Para acercarnos de una manera racional al  estudio de los
agentes antifingicos Y a los posibles desarrollos futuros en esta
area, debemos analizar aunque sea someramente, las diferencias
entre procarlotes (bacterias) y eucariotes (hongos y otros
organismos superiores), para discriminar las razones gue hacen
efectivos 1los antibidticos antibacterianos en terapeutlca
antifingica y que drogas antifingicas, ademds de ser inocuas
contra bacterias, producen. en muchos casos severos problemas
colaterales en pac1entes como dolor de cabeza, nauseas,
somnolencia, urticaria, vdmito y reacciones alérgicas.

La Tabla 1 presenta algunas de las diferencias mas notables
entre procariotes y eucariotes. La diferencia gue da origen a la
clasificacidn se refiere a la existencia de una membrana gque
define y aisla el contenido nuclear en eucariotes, membrana
inexistente en procariotes. Otra diferencia estd en la membrana
citoplasmdatica, la cual tiene esteroles como componentes
estructurales gue en su lugar tiene cantidades apreciables  de
fosfolipidos. La pared celular es otra estructura diferencial
entre procariotes y eucariotes (Watson, 1988).

En los primeros esta constituida por varios componentes
entre los cuales figura de manera notable el peptidoglucano gue
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so0lo aparece en estos organismos vivientes, sin repetirse en la
naturaleza. Esta exclusividad es la que hace posible 1la
selectividad de 1la pen1c111na sus analogos como drogas
antibacterianas, ya dque estas actuan impidiendo 1la sintesis del
peptidoglucano, originando asi una pared celular defectuosa dgque
no es capaz de soportar la pr351on osmotica del c1toplasma Y gue

causa finalmente 1la 1}515 bacteriana. Esta misma accidn de 1la
penicilina sobre la sintesis de peptidoglucano es la que la hace
que no tenga efecto contra hongos carentes de estructura. La

pared celular del hongo, en cambio, presenta otros pollsacarldos
tales como glucanos Y dquitina, estructuras que constituyen 1la
inica diferencia sustancial entre estas células eucariotes
inferiores y las c€élulas de mamiferos (Bertnicki, 1967).



TABLA No.

NUCLEO

MEMBRANA
CITOPLAS—
MATICA.

PARED
CELULAR

b § Diferencias mas notables entre procarioctes
eucariotes.
PROCARIOTES EUCARIOTES

Ausencia de membrana

nuclear; material

genético en el
citoplasma; un solo
cromosoma.

Carentes de estero-
les.

Peptidoglucano, el
cual esta formado de
acido teicoico en

Gram +, lipopolisa-
caridos en Gram -.

Nucleo constituido vy
limitado por membrana
nuclear; varios cromo-
somas.

Esteroles constitu-
tivos.

Polisacaridos (glu-
cano, gquitina, celu-
losa) en hongos, au-
sentes en eucariotes
superiores.



Siguiendo la clasificacion de Kerridge con algunas
modificaciones (Tabla 2), las drogas antifingicas mas importantes
en clinica o con mas perspectlva de uso futuro, pueden agruparse
en base a su mecanismo de acc:Lon, dependiendo de gue actien sobre
el ndcleo, 1la membrana citoplasmatica o la pared celular. Otros
lugares de accion de drogas experimentales pueden ser el
ribosoma, la mitocondria, inhibicion de rutas metabdlicas o 1la
accion de agentes quelantes.

1.- Antibidticos que actilan a nivel del niicleo.
Sintesis de RNA defectuoso (5-fluorocitosina).

El mas comin de los antibidticos que actian a este
nivel es la 5- fluoroc:.tos:.na, en uso desde hace mas de 20 ahos;
siendo su sitio de accion primario en la sintesis defectuosa de
RNA en c€lulas susceptibles, es decir, aquellas gque son capaces
de transportar la S5-flucorocitosina al interior de la célula por
medio de una citosina permeasa. Una vez alli, se convierte en 5-
fluorouracilo con ayuda de la citosina deaminasa Y
posteriormente, por adiciones sucesivas, es transformada en 1la
forma trifosforilada de la pirimidina. De esta forma y con
ayuda de 1la UMP-pirofosforilasa, el S5-fluorouracilo se
incorpora al RNA del hongo para conformarlo de forma defectuosa;
siendo asi, la célula no puede llevar a cabo su metabollsmo
normal, perdiendo viabilidad. Este efecto parece ser espec:.flco
para el hongo ¥ no para las c€lulas de mamiferos en razon de la
poca o ninguna actividad de la citosina deaminasa en estas
ultimas, por lo gque su empleo como antibidtico antifingico podria
estar garantizado.

Ruptura del uso cromatico (griseofulvina).

La grlseofulv1na es qguizas el mas antiguo de los
antifdingicos todavia en uso bajo administracion oral como agente
contra infecciones producidas por dermatofitos. Si bien su
mecanismo de accidn no ha sido establecido con preclslon, las
evidencias dlsponlbles hasta la fecha permiten suponer gue el
efecto fung:.statico de 1la grlseofuIVJ.na es ocas.uonado por la
ruptura del huso mitético en la célula fingica, razén por la cual
se ha ubicado dentro de los antibidticos que actian a nivel del
micleo.

2.- Antibidticos gue actian a nivel de la membrana
citoplasmidtica.
Sin duda alguna, este grupo de antibidticos es el de uso mas

extenso en estos tiempos Yy 2 los cuales se ha dedicado enorme
esfuerzo de investigacidn para aportar nuevas drogas
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antimicoticas. Hasta cierto punto resulta sorprendente el hecho
de gue dada la aparente similitud entre las estructuras vy
funciones de las membranas c:Ltoplasmat:Lcat-'. en organismos
eucarlotes inferiores y superiores, esta membrana provee el
blanco mds s:.gnJ.fJ.catJ.vo de las drogas artimicdticas mds
importantes en clinica actualmente. Estas drogas pueden ser
subdivididas en varias clases, de acuerdo a su sitio de accidn en
la membrana. :

2.1 Antibidticos que actian sobre la integridad risica de
la membrana: Polienos (Anfotericina B, Nistatina).

L.a anfotericina B (de uso parenteral) y 1la
nistatina (de uso tdpico) pertenecen a un grupo de
compuestos caracterizados por un anillo macrolico gque
contiene un sistema de dobles enlaces conjugados,
llamado polieno. Han resultado efectivos sobre todo en
el tratamlento de micosis sistémicas. Su mecanismo de
accidn estd basado en el enlace gue estos establecen
con los esteroles de la membrana citoplasmatica de
eucariotes, incrementando la permeabilidad celular vy
provocando una alteracidn en el flujo de constituyentes
- celulares a travéds de la membrana. Debido a este
mecanismo, los antibibticos poliénicos no perjudican a
las membranas citoplasma’ticas bacterianas gue carecen
de esteroles, pero en camblo, actGan danando no solo
las membranas de hongos sino también las de células
mamiferas gue por ser eucarlotes, comparten con las
primeras una estructuracidn comin en lo referente a la
participacidn de esteroles (ergosterol en hongos;
colesterol en eucarlotes superiores) dentro de la
membrana. De aqu1 se desprende la principal limitacidn
en el uso de los antibidticos polienicos; los efectos
colaterales en pacientes sometidos a tratamientos con
estas drogas pueden ser irreversibles, sobre todo en
cuanto al dafio sufrido por las células renales, cuyas
membranas, por razones funcionales, tienen esteroles en

alta proporcidn.

2.2 Antibidticos gue actdan sobre 1la sintesis de
aergostercl en la membrana. )

Este grupo de antibidticos constituye el grupo mds
reciente de drogas antifingicas desarrolladas en
importantes laboratorios farmaceéuticos. Dentro de ellos
existen dos subgrupos: los inhibidores de la escualeno
epoxidasa (alilaminas y tiocarbamatos) y los azoles que
interfieren con la 14 alfa demetilasa del lanosterol
dependiente de citocromo P-450.



2.2.1,- Inhibicicon de escualeno epoxidasa.

Los tiocarbamatos (tolnaftato, tolciclato) y las
alilaminas (naftifina, terbinafina), son agentes
recientemente desarrollados para tratamiento tépico
de micosis superficiales y algunos como 1la
terbinafina, estan en evaluacidn clinica para
tratamiento tdpico y oral, reportandose un efecto
fungicida en la mayoria de los casos. La naftifina
presenta una alta actividad "in vitro* contra
Trichophyton, buena actividad contra Aspergillus
Sp., Yy actividad moderada contra Candida sp.,
mientras gque la terbinafina presenta una excelente
actividad "in wvitro"™ contra Jdermatofitos. Los
tiocarbamatos tolnaftato y tolciclato inhiben el
crecimiento de dermatofitos, sin afectar mayormente
a Candida albicans. Todos estos antibiéticos
interfieren con la sintesis de ergosterol, por
acunmulacidn de escualeno, lo cual es indicativo de
una acciodn sobre las escualeno epoxidasas. Esta
enzima juega un papel esencial en la conversidn del
hidrocarburo escualeno en el esterol - de
estructura anillada gque se requiere para la funcidn
correcta de la membrana en casi todos los hongos.

. Se ha comentado por parte de otros laboratorios,
que estas drogas son selectivas para hongos en
cuanto que serian capaces de diferenciar entre las
enzimas escualeno epoxidasa del hongo y de
mamiferos, por lo cual tendrian mayor eficacia vy
menores efectos colaterales nocivos. Sin embargo,
entre los efectos secundarios indeseables se han
reportado problemas gastrointestinales (3-4% de los
pacientes) y alergias (1%).

2.2.2.- Inhibicidn de l1la 14 alfa demetilasa del
lanosterol: Agoles.

Este grupo se subdivide a su vez en imidazoles
(ketoconazol, bifonazol, clotrimazol, miconazol,
tioconazol) ¥y triazoles (fluconazol, itraconazol,
terconazol). La mayoria de ellos son de uso tdpico
(miconazol, clotrimazol, econazol, isoconazol,
saperconazol), mientras gue el ketoconazol, el
itraconazol, el fluconazol y el saperconazol
también son usados por via oral en el tratamiento
de dermatofitosis, candidiasis, criptococcosis,
aspergillosis y esporotricosis entre otras. El1 uso
parenteral ha sido exitoso con miconazol,
itraconazol, fluconazol b4 saperconazol. Su
mecanismo de accidn ha sido estudiado
extensivamente. Los resultados experimentales
indican que ambos tipos de azoles actian inhibiendo
la 14 alfa demetilacion del lanosterol dependiente
del citocromo P-450 a través de la unidn del
nitrégeno del anillo azdlico al atomo de hierro
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2.3

heme del c::Ltocromo P—4SO, ocupando de esta manera
el sitio de union del dloxigeno y,6 por tanto,
inhibiendo la activacidn del oxigeno y la
consiquiente hidroxilacidn del grupo 14 alfa metil
del lanostercl. En consecuencia se produce una
acumulacidn de lanosterol gque no puede reemPlazar
el ergosterol en la membrana citoplasmatica,
conduciendo a cambios en la permeabilidad celular,
en la estructuracidn de 1la membrana, en la
actividad de las enzimas de membrana y provocando
una inhibicidn del crecimiento. La gran limitacidn
reportada para el uso de estos antibidticos (en
particular del ketoconazol) es que, por su mismo
sitio de acc1on, ellos interfieren con el esquema
de interconversidn de esteroides en mamiferos.

Antibidticos gque actuan sobre un sitio indef;nldo de
la membrana: Ajoeno, Ramifina A, Cianeina.

En 1983, Apitz y cols., aislaron un compuesto,
posteriormente llamado ajoeno; caracterizado como E,Z-
4,5,9-trithiadodeca-1,6,11,trieno -9- O6xido; producido
por rearreglo y S-ticalilacion de la alicina. Se
demostrad que el ajoeno ejercia accidn como inhibidor de
la agregacidn plaquetaria. Esta substancia (ajoeno) ha
sido probada en su capacidad antlfunglca en razon de
las propiedades antlmlcdtlcas del ajo. Yoshida y cols.,
observaron una inhibicion del crecimiento "in wvitro" de
Aspergillus niger y Candida albicans, sugiriendo que el
efecto radicaba en la pared celular, sin embargo,

estudios posteriores de San Blas y cols., indican que
la inhibicidn del crecimiento de las fases
levaduriforme Y micelial de Paracoccidiocides

bragiliensis por ajoeno (50 microlitros), resulta mas
bien de perturbac1ones en la membrana citoplasmitica
gue podrla conducir a malformaciones de la pared

"celular por deficiencias en las enzimas sintetizadoras

radicadas en la membrana.

Experimentos realizados con 1los antibidticos
c1ane1na y ramihifina A, indicaron que estos
antibidticos actuaban como antifingicos "in vitro™ en
concentraciones mayores de 1 mg/ml en Penicillium
chrysogenum, Aspergillus umigatus, Blastomyces
derngtitidis, Histoplasma capsulatg! y Paracoccidioides
brasieliensis. A concentraciones subletales fueron
capaces de influir en la morfologia del hongo,
cbservandose en varios hongos incluyendo hongos,
patdgenos, la induccion de ram1f1cac1ones terminales

- por la cianeina Yy estimulacion de ramificaciones

laterales por ramihifina A, modificaciones gque fueron
acompanadas por cambios en el contenido de DNA, RNA vy
lipidos, asi como en la estructuracion deflnltlva de 1la

8



pared celular. Se ha postulado 1la hipdtesis de dque
estos antlblotlcos interfieren con las funciones de 1la
membrana fingica, perturbando el metabolismo celular.
El hecho gue la cianeina sea capaz de inhibir tanto el
crecimiento de levaduras como la transformacicn de la
fase micelial saprofita a la levadurlforme patdgena de
Paracoccidiocides brasiliensis, asi come el crecimiento
de otros hongos patdgenos podrla sugerir la posibilidad
de su Mso como agente antlfunglco. Lamentablemente,
esta linea de 1nvestlgac1on no ha sido continuada en
ninguno de los laboratorios gue la iniciaron.

3.~ La pared celular como sBitio especifico de atagque.

El papel prominente de la pared celular en la
estructura y el comportamiento de los hongos y en sus
relaciones con el huésped, ha sido reconoc:.do desde
hace mucho tiempo. Desde un punto de vista qulmlco ¢ la
pared celular de hongos estad compuesta de polisacaridos
en un 80-90 %, ademaAs de peguenas cantidades de
proteinas y llpldOS Los polisacdridos estdn
organizados en forma de pares, de tal manera gque su
estructurac1on ha sido la base de 1la clasificacidn
taxondmica de hongos. La existencia de una pared
celular rigida, conformada por los polisacdridos
(quitina, glucano, manano, celulosa) es la garantia de
sobrevivencia de estos hongos, por cuanto su
inexistencia o su estructuracion defectuosa, condena
inevitablemente al microorganismo a la muerte celular
por l:l.s:l.s. Resulta obVJ.o, en consecuencia, gque 1la
inhibicidon de 1la sintesis de algunos de estos
componentes exclusivos de la pared celular de hongos
deberia ser, en teoria, un blanco ideal para el
desarrollo de drogas antifingicas altamente select:l.vas,
carentes de efectos colaterales nocivos. De alli que
actualmente estan en curso 1nvestlgac1ones basadas en
estas premisas que, de tener e€xito, marcarian un avance
en terapéutica antifdngica.

3.1.~ Inhibidores de 1a sintesis de quitina.

La quitina, polisacdrido de N-acetil-glucosamina
(Glu-NAc), es uno de los compouientes principales de las
paredes celulares de la mayoria de los hongos patogenos
para humanos. Su inexistencia en celulas de mamiferos
lo conv:i.erte en un blanco 1dea1 para algGn ant1b10t1co
cuya acc:.on se realice a travds de la inhibicidn de 1la
sintesis de gquitina. Varios de estos inhibidores han
sido descritos en la literatura, entre ellos los mas
importantes son: Polioxina D, Nikkomicina Z y Tetaina.

La Polioxina D y Nikkonicina 2 pertenecen a un
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grupo de antibidticos nuledsido-péptido, cuya accion se
centra en la inhibicidn de la gquitina sintetasa por
competencia lineal con la UDP-N-acetil-glucosamina
hacia el sitio de enlace con la enzima, efecto
probablemente favorecido pox la similitud de
estructuras de estos antibicoticos con la UDP-N-acetil-
glucosamina con gquien comparten ila existencia de un
grupo pirimidina-nucleésido en sus moléculas
respectivas, Sobre estos antlblotlcos se ha reportado
que son los inhibidores mds efectivos contra hongos con
mucha gquitina en su pared celular (Acosta, 1984; Furter

-y Rast, 1985), menos efectivos contra levaduras (Acosta

y cols., 1987) e inocuos contra Aspergillius fumigatus
(Furter Yy Rast, 1985).

La 51nte51s de guitina puede ser tamblen bloqueada
en un paso anterior al de la inactivacidn de la guitina
51ntetasa. Una de las enzimas importantes para proceder
a la sintesis de quitina es 1la glucosamlna 6—-fosfato
(GluNH2-6-P) sintetasa. Esta enzima puede ser
inactivada en presencia de Tetaina. Este antibidtico es
un inhibidor del crecimiento de las fases levaduriforme
Yy micelial de candida albicans y de su transformacldn,
causando agrupamiento Yy deformacidn Ade celulas e
inhibicidn de la formacién de septos. La Tetaina es
transportada dentro de las celulas levaduriformes por
una dipéptido-permeasa especifica y dentro de la hifa,
por el sistema de transporte de oligopeptidos. Una vez
dentro de la ceélula, el antibidtico es cortado por
peptidasas, dando origen a un aminodacido C-
epoxiterminal, idéntico al antibidtico antlcap51na que
es el verdadero inhibidor de 1la enzima Glu-NH2-6-P
sintetasa, actuando como un analogo de glutamina.

Inhibidores de la sintesis de Beta-1,3-glucano.

Al igual gue la quitina, el Beta-1,3-glucano es un
componente pr1nc1pal de la pared celular de los hengos
patdgenos mas 1mportantes, en los cuales, conforma
junto con la quitina la estructura rigida de la pared.
No existiendo estructura similar en la superf1c1e de
las c€lulas de eucariotes superlores, podria pensarse
que los inhibidores de la sintesis de glucano deben
funcionar como antibidticos especificos. Dentro de
estos inhibidores encontramos un glucolipido:
Papulacandina B y varios lipopéptidos: aculeacina A,
equinocandina y cilofungina. La estructura de estos
lipopétidos constan de una porcidn polar constltulda
por un hexapéptido ciclico, cuya caracteristica
resultante es la de tener todos sus aminodacidos con uno
O més grupos hidroxilo. En contraste con la porcidn
peptldlca, existe una reqgidén polar, constituida por un
ac1do graso de cadena lineal o ramificada de 8 o mds
dtomos de carbono, gque puede presentar puntos de
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1nsaturaclon en la cadena y que se encuentra unideo al
peptldo por el grupo amino terminal de la ornitina.
Este dcido graso es linoleil para la equinocandina y
palmitoil para la aculeacina. Dentro de este grupo, 1la
familia de la equinocandina, aculeacina y cilofungina
actiGan provocando la ruptura de la membrana
c1toplasmatlca. Aungue en dste caso el sitio primario
de accidn es la inhibicion de la sintesis de glucano de
la pared celular del hongo, lo gque provoca el
desarrollo de ceélulas osméticamente fradgiles gque son
llsadas con facilidad. La papulacandina B es un
antibidtico producideo por el deuterom:l.ceto Papularia
spherosperma que también inhibe la sintesis de Beta-
1, 3—g1ucano de la pared celular de hongos. Este
antlblotlco contiene una porc1on hldroflllca con
glucosa y galactosa y un residuo lipofilico con dos
cadenas . de acidos grasos insaturados. Es capaz de
inhibir el crecimiento de sSacharomyces cerevisiae,
candida albicans, Geotrichum lactis, Wangiella

dermatitidis y el crecimiento de la fase micelial
saprdéfita, aunque no de la levaduriforme patdgena, de

Paracoccidiocoides brasiliensis.
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TABLA No. 2

1--

Sitios de accidn de algunas drogas antimicdticas.
(Modificado de Kerridge).

BOBRE BL NUCLEO:
sintesis de RNA defectuoso (S5 = fluorocitosina).
Ruptura del huso cromatico (griseofulvina).

SOBRE
2.1.-

2.2.-

S8OBRE
3-1.-

3.2.-

LA MEMBRANA CITOPLASHLTICA'
Sobre la integridad fisica de la membrana.
polienos (anfoter1c1na B, nistatina).
Sobre la sintesis de ergosterol de la membrana:
2.2.1.- Por inhibicidén de escualeno epoxidasa:

a) alilaminas (naftifina, terbinafina)

b) tiocarbamatos (tolnaftato, tolciclato)

2.2.2.- Por inhibicidn de 14 alfa demetilasa del la-

nosterol: azoles.
a) imidazoles (ketoconazol, miconazol)
b) triazoles (fluconazol, itraconazol)
Sitio indefinido de la membrana:
ajoena, ramihifina A, cianeina.

LA PARED CELULAR:

sintesis de gquitina:

nucledsido~pédptidos (polioxina D, nikkomicina)
péptidos (tetaina)

Sintesis de glucano:

lipopéptidos (equinocandina, aculeacina, c¢ilofun-

‘gina)

glucollpldos (papulacandina B)



ANTECEDENTES-S.

Los efectos nocivos de 1la mayoria de antlfunglcos,
principalmente de 110os polienos y el poco eguilibrio enzimatlco
que regula a los azoles, las alilaminas y 1os t:l.ocarbamatos, asi
como el estrecho rango de hongos susceptlbles, estlmulan el
desarrollo de nuevas lineas de investlgacz.on en esta drea (San
Blas, 1991). Dentro de ellas podemos citar 1nvest1gac1ones en el
campo de nuevos azoles y otros agentes quimicos que actuen a
nivel de sintesis de ergosterol en la membrana fﬁnglca sin
interferencia con mecanismos similares en mamlferos, o
investigacion con nuevos compuestos que ejerzan su accidn a
niveles distintos de la membrana citoplasmatica.

Asi mismo, hay lnvestlgacn.ones basadas en el bloqueo de la
sintesis de polisacaridos de la pared celular de los hongos.
Ellos estdn limitados por el momento a uso experimental, ya gque
ain no se sabe si pueden{ tener efectos secundarios en humanos,
aunque representan una linea de investigacidn promisoria en el
campo de la terapia antifungica (Maresca, 1992).

Ootras lineas muy promisorias de investigacidn en
antlblotlcos antimicdéticos, se han centrado en el uso de algunas
toxinas fiungicas (Gelderblom y cols., 1992) y en el ajo (Allium
sativum) y algunos extractos del mismo (San Blas, 1992; Viazgquez,
1989; Yamada y Azuma, 1977; Jain y Konor, 1950).

Las investigaciones conducentes a elucidar las bases
cientificas de uso medicinal del ‘ajo y sus componentes (Tabla
No.3) revelaron gue los extractos de ajo poseen actividad "in
vitro" contra el crecimiento de un gran nUmero de hongos,
incluyendo levaduras (Appleton y Tansi, 1977; Vazgquez, 1989;
Clapera, 1991); ¥y ademds se ha demostrado que los extractos de
ajo son mds efectivos que la Nistatina, la Violeta de Genciana, y
el Azul de Metileno contra levaduras patogenas (Kabelit, 1970;
Ledezma, 1991). Asi mismo, se ha reportado gue inhibe el
crecimiento de los dermatofitos tanto "in vivo" como "in vitro®
(Acosta y cols., 1992; Vazquez, 1989); vy hay reportes
contradictorios sobre el efecto contra Cryptococcus neoformans
(Louria y cols., 1989); y se ha sugerido gue se debe a los
diferentes constituyentes de la pared celular (San Blas y cols.,
1989), mientras que adn no se ha reportado en 1la llteratura el
efecto contra hongos mucorales (Mucor rouxii) y hongos del geénero
Penicillium sp. y otros (Aspergillus Sp., Alternarxia sp.,
Sporotrix schenckii, Trichotecium).

Ademds, es de interes el estudio de algunas propiedades del
Extracto cConcentrade Fresco de Ajo para usarlo con la mayor
eficiencia pos:l.ble. Las propiedades son: Vida medla,
Concentracién minima 1nh1b1tor1a, Efecto de 1ncubacion,
Temperatura, la Adsorcion con carbdn activado. El1 carbdn activado
es uno de los adsorbentes mds importantes y mds ampliamente
usados debido a su enorme capacidad de adsorcidn, bajo costo y
afinidad por un amplio espéctro de compuestos organicos.

Este es preparado de numerosos materlales semejantes como
madera, aserrin, huesos de frutas, cascara de coco, carbon,
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lignito y/o residuos bdsicos del petrdleo. Estos son mezclados
con acido fosforico que degrada a la celulosa y otros compuestos
presentes en dichos materiales.

El carbdn actlvado posee una gran capacidad para adsorber
compuestos orgdnicos. La eliminacidn de compuestos organicos
residuales de aguas de desecho por medio de carbdn activado es el
méetodo avanzado gue ha recibido mayor atencion. E1 uso de
adsorbedores de carbén activado por el tratamiento de aguas
residuales se ha incrementado paulatinamente durante los ultimos
20 anos debido a que en estos adsorbedores es p051b1e eliminar
contaminantes organicos resistentes a la degradacidn bioldgica,
entre estos contaminantes se puede mencionar a los colorantes
sintéticos, herbicidas, fungicidas, detergentes y compuestos
clorados.

Por lo escrito anteriormente, es de gran interés estudiar si
el carbon activado tiene la capacidad de adsorber algunos de los
conponentes del ajo, con objeto de tratar .de purificar
parcialmente el principio activo. El1 carbdn actlvado lo podemos
encontrar en diferentes presentac1ones, las que varian unicamente
en su capacidad de adsorcidn dependiendo del tamafio de su
meolécule.
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TABLA No.3 COMPONENTES DEL AJO.

%
Material azoadco 6.52
Agua 58.00
Celulosa 1.22
Materias amildceas,azucaradas y mucilaginosas 33.68
Cenizas 1.43
Materias Grasas 0.15
Vitaminas huellas
Sales trazas
Hinerales trazas
*%# Sulfuro de alilo
*% E]} princ%pio activo del ajo es una esencia sulfurada

denominada gquimicamente sulfuro de alilo.

(500g. de ajo destilado
con agua, suministran de 100 a 200 g.

ae este sulfuro).



OBJETIVO G ENERAL.

Estudiar algunas propiedades del Extracto Concentrado
Fresco de Ajo (Allium sativum) y su efecto sobre el crecimiento
de algunas especies de hongos.
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METODOLOGT A.

Para el estudic de las propiedades del Extracto Concentrado
Fresco de Ajo (ECFA), como temperatura, diluciones de este
extracto entre otras, se utilizd el hongo dimdrfico candida
albicans, por ser de rdApido crecimiente - en Agar Sabouraud
Dextrosa; mientras gue para el estudio de las propiedades
antifungicas se analizd el efecto del ECFA sobre las siguientes
cepas de hongos proporcionadas por el laboratorio del Area
Biologica del Centro de Investigacidn y Estudios de Posgrado de
la Facultad de Ciencias Qui{micas de la U.A.S.L.P.

Candida albicans.
Aspergillus flavus.
Aspergillus terreus.
Aspergillus clavatus.
Asperdgillus ochraceus.
Aspergillus niger.
Penicillium marneffei.
Cladosporium carrionii.
Mucor rouxii.
Paecilomyces sSp.
Malassezzia furfur.
Trichothecjum sp.
Alternaria alternata.
S8porothrix schenckii.
Histoplasma capsulatum.
Paracoccidioides brasiliensis.,
Coz¢cidioides immitis.
Cryptococcus neocformans.

Wangieila dermatjitidis.

17



MATERIAL Y EQUTIP O.

i1.- CRIBSTALERIA.
Cajas de Petri de Vidrio de 25 ml.
Matraz Erlenmeyer de 500 ml. y 250 ml.
Tubos de ensaye de 8 y 10 ml.

2.— VARIOS.
Gradilla Metalica.
Mechero Bunsen.
Micropipetas de 200 y 1000 microlitros.
Espatula.
Balanza granatdria.
Estufa bacterioldgica.
Asa de Platino.
Agitador Vortex.
Agitador magnético Felisa.
Espectrofotdémetro UV-Visible (UV-160A-Shimadzv).

3.= REACTIVOS.
Alcohol etilico industrial marca Monterrey.
Solucidn salina al 0.85% estéril.
Ccarbdn Activado CAGR (Molido y Grano).
Agar Sabouraud Dextrosa
Agar para Malassezzia furfur.
Lowry A
Lowry B-1
Lowry B-2
Lowry C
Reactivo de Folin-Ciocalteau.

4.= BXTRACTOS.
De ajo (Allium sativum).
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PREPARACION DE REACTIVOS, MEDIOS DE
CULTIVO Y EXTRACTOS.

Reactivos para la determinacidn de la concentracion de
proteina por el método de Lowry

Lowry A: Agregar 4g. de Hidrdxido de sodio, y 20g. de
carbonato de sodio en un matraz volumetrico de 1
litro y aforar con agua desionizada.

Lowry B—1l: Preparar una solucion al 2% (partes por vo}umen)
de Tartrato de Sodio anhidro en agua desionizada.
2g./100ml.

Lowry B—2: Preparar una solucion al 1% (partes por vo}ﬁmen)
de Sulfato ciprico anhidro en agua desionizada.
1g./100ml.

Lowry C: Esta ﬁolucidn se prepara agregando 1 ml. de
solucidén de Lowry B-~1, 1 ml. de solucion de Lowry
B-2 y 98 ml. de la solucidn Lowry A.

Reactivo de Folin-Ciocalteau (ya preparado): Este reactivo
se diluye 1:3. (10 ml. de Folin-Ciocalteau y 30
ml. de agua desionizada.

Preparacion de S8clucién Salina al 0.85% estéril.

Se disuelven 0.85g. de Cloruro de Sodio, en agua
desionizada;y se esteriliza a 1 atmosfera de presion
durante 15 min. Guardar en el refrigerador (4-10°C).

Medio de Agar Sadbouraud Dextrosa.

Férmula para 500 ml. del medio a preparar:
Caldo de Dextrosa SabourauUd....c..ccceceseses-=--- 15.0 g.
Agar PUurificadO.....ceccececcacccansssacssnnsacenass 1.5 g.
Aqua desionizada......-ccccecccesa20sse.. Cbp 500.0 ml.

Preparaciodn:

Adicionar el Caldo de Dextrosa Sabouraud y el Agar
Purificado a 1los 500 ml. de agua desionizada,
mezclandolos bien hasta que esté uniformemente disuelto;
posteriormente esterilizar a 1 atm. de presion durante 15
min., enfriar a 45 - 50°C y vaciar en cajas de petri
previamente esterilizadas (118-120°C).

Uso:

Emplear este medio para el cultivo de 1las diferentes
especies de hongos a analizar.
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Agar para Malassezia furfur

Férmula para 100 ml. del medio a preparar.

Sabouraud simple.......r.vcceneccaccances P 6.5 g.

Tween 80....... o i im; oy @i 1 ] e mie ve o im A @ i e e e e R ceeee 2.0 ml.

Acido oléico (aceite de ©0liva).....icereineences ee. 2.0 ml.

Vitamina A (Zanahoria)...cecevcceceecccsccanns ee-.. huellas

Cloranfenicol.:civasisinisesiiis -s0iiuossmnn makin 08 Ge

Agua desjonizada...... RN TR AN P B . cbp 100.0 ml.
Preparaciodn:

Se afiaden todos los reactivos ya mencionados en 100 ml.
de agua desionizada mezclandolos bien hasta que estén
conmpletamente disueltos, se esteriliza a 1 atm de presidn
durante 15 min. y se enfria a 45-50°C para vaciarlo en
cajas de petri previamente esterilizadas (118-120°C).

Uso:
Emplearlo para el cultitivo de Malassezzia furfur.

Preparacion del Extracto de Ajo (Allium gativum).

Se extrae una suspension del ajo gue resulta de
aproximadamente 15 c¢abezas de ajo crudas y peladas
(previamente) en un extractor; esta suspensién se filtra
sobre gasa presionandolo para obtener una mayor cantidad de
filtrado, y se guarda en refrigeracidn tapado a 4°C para que
no pierda su actividad.
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TECNICAS UTILTIZADAS.

1.- Efecto de diferentes diluciones del Extracto
concentrado Fresco de Ajo (ECFA) sobre el crecimiento de
Candida albicans.

Del ECFA, se tomaron 100 microlitros y se diluye;on con
diferentes volumenes de solucion salina (S.S8) estéril al
0.85% seqgun el siguiente cuadro:

DILUCION ECFA 8.8
microlitros microlitros
Concentrado 100 0
1:10 100 9S00
1:100 10 990
1:1000 10 9990

Posteriormente, se tomaron alicuotas de 50 microlitros
de cada una de las diluciones a analizar, y se les probo
el efecto antifingico en 1x10° levaduras/ml de Candida
albicans, incubado a 28°C durante 24-48 horas en ASD.

2.- Efecto de diferentes concentraciones d4del Extracto
concentrado Fresco de Ajo (ECFA) sobre el crecimiento de

€. albjcans.

Se tomaron diferentes concentraciones del ECFA ( 0 a 50
microlitros = 0 a 1.0 mg/ml de proteinas) con objeto de
obtener 1la concentracidn . minima inhibitoria del
crecimiento de €. albicans (como patrdn de referencia) a
una concentracién de 1x10° levaduras/ml a 28°C durante
96 hrs. en ASD; comparando por cruces el crecimiento del
control con respecto a los problemas.

3.- Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo (ECFA)
(50 microlitros = 1 miligramos/ml de proteinas) sobre el
crecimiento de diferentes concentraciones de C. albicans.

A diferentes concentraciones de C. albicans (1x10¢ a
10x10* levaduras/ml) esparcidas en cajas de petri
conteniendo ASD, se les ariadieron 50 microlitros de ECFa,
incubandose a 28°C durante 96 hrs. y posteriormente se
compard el crecimiento por cruces con un contrcel del mismo
hongo sin ECFA.

4.- Vida '‘media de la actividad antifingica del ECFA a 4°C.

El ECFA fué incubado a 4°C y tapado durante 60 dias con
objeto de determinar el tiempo en el cual pierde sus
propiedades antifingicas, lo cual se comprobd al sembrar
cada 5 dias 1x10* levaduras / ml de ¢C. albicans en ASD
con 50 microlitros del ECFA, incubadas a 28°C durante 96h.
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5.=- Efecto del tapado de los tubos sobre la actividaad
antifingica del Extracto Concentrado Fresco de Ajo (ECFA)
a 4 vy 28°C.

El ECFA se dividid en wvolimenes de 5 ml en tubos de
ensaye de 8 ml por duplicado, y se 1ncubaron destapados a
4 y 28°2C durante 24 hrs., tomando alicuotas de 50
microlitros de cada tubo- cada 4 hrs. para determinar el
efecto antifangico en 1x10° levaduras/ml de C. albicans
sembradas en ASD a 28°C durante 96 hrs.

6.~ Efecto de diferentes temperaturas sobre la actividaad
antifungica de Extracto Concentrado Fresco de Ajo.

El ECFA se dividid en volimenes de 5 ml en tubos de
ensaye de 8 ml por duplicado, y se incubd a diferentes
temperaturas segun el siguiente cuadro.

Temperatura °cC Tiempo de incubacion (min).
60 60
100 S

Posteriormente se tomaron alicuotas de S50 microlitros
cada 20 minutos y se anadieron a cajas de petri
conteniendo 1x10° levaduras/ml de C. albicans en ASD,
incubadas a 28°C durante 96 hrs. comparando el crecimiento
por cruces con respecto a un control sin ECFA.

7.- Efecto de 1la adsorcidén del carbén activado sobre la
actividad antifungica del Extracto Concentrado Fresco de
Ajo (ECFA).

En matraces Erlenmeyer de 125 ml,se colocaron 5 g. de
carbdn activado (CAGR, molido y en grano), enseguida se le
anadieron a cada matraz 20 ml de ECFA y se 1incubaron a
temperatura ambiente durante 6 dias con agitacion
constante (Ag].tador magneético Felisa) ¥y posteriormente se
tomaron alicuotas de 50 microlitros cada 24 hrs. y se
analizaron las propiedades antifingicas del ECFA
utilizando 1x10° levaduras/ml de C. albicans en ASD,
incubadas a 28°C durante 24-48 hrs.

8.~ Determinacicdn de 1la concentracidn de proteina por el
método de Lowry en Extracto Concentrado Fresco de Ajo
(ECFA)Y extracto concentrado viejo de ajo.

Se toman 4 ml de la muestra; se diluyen con soluc:.on
Lowry A de tal forma que la absorbancia final, después del
desarrollo de color sea menor de 0.3 de absorbanc1a.

El rango de 1la curva de calibracidn de Albumina es Qe
0-400 g/ml de protelna.

En un tubo de ensaye de 20 ml se pipetean 2 ml de
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muestra dilufda y se agregan 5 ml de solucion Lowry C.

Se agita rigurosamente en un agitador Vortex por
espacio de 10 seg. Este tlempo es de extrema importancia
en la reproducibilidad del método.

Se agrega 1 ml del reactivo Follln-C1oca1teau Yy se
agita nuevamente por espacio de 20 seqg.

Se deja reposar la solucidn 30 minutos y se mide 1la
absorbancia en un espectrofotdmetro UV-Visible a 750
nandmetros.

La lectura observada se extrapocla en 1la curva de
calibracidon y se obtiene la concentracion de proteina de
la muestra.

NOTA: Se determina la concentracidn de proteina del
ECFA y del extracto concentrado viejo (inactivo) del ajo,
para ver si hay variacidn en el contenido de la misma en
ambos extractos.

9.- Determinacidn del efecto antifungico del Extracto
Concentrado Fresco de Ajo (BECFA) sobre el crecimiento de
19 diferentes especies de hongos.

Se tomaron asadas de las diferentes especies de hongos
a analizar, las cuales se suspendieron con 1 ml de
soluclbn salina al 0.85% estéril. En seguida se tomaron
alicuotas de 50 microlitros de cada suspensidén de los
diferentes hongecs y se sembraron en cajas de petri
conteniendo Agar Sabouraud Dextrosa.

Posteriormente, a cada especie de hongo en estudio se
le anadid 50 microlitros de ECFA esparciendolo en toda la
caja de petri con una varilla de vidrio en forma de

tridngulo.
Se incubaron las diferentes especies de hongos ya
sembradas con inhibidor (ECFA) en la estufa

bacterioldgica a 28°C y se observd su crecimiento en un
periodo de 48-72 hrs., y se comparo su crecimiento por
cruces con los controles de los diferentes hongos
sembrados sin ECFA.

10.~- Controles.

Para los estudios de inhibicion del crecimiento de los
diferentes hongos analizados, se utilizd un control del
hongo a probar sin el Extracto Concentrado Fresco de Ajo
(ECFA), mientras gque para determinar 1la actividad
antifingica del ECFA, se utilizo €. albicans sembrada en
ASD con Yy sin ECFA.
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RESULTADOS .

Con respecto al contenido de proteinas, {del cual no hay
reportes en la literatura) fu€ determinado por el método de Lowry
encontrando gue el extracto concentrado wviejo de ajo tuvo una
concentracién de proteinas ligeramente mayor gque el Extracto
Concentrado Fresco de Ajo (ECFA) (28.2 mg/ml por 20.0 mg/ml
respectivamente) (Tabla No. 4).

Por otro lado, en este trabajo se estudiaron algunas
propiedades de la actividad antifangica del ECFA, como: vida
media, temperatura, efecto de diferentes diluciones,
concentracion minima inhibitoria del extracto, etc., utilizando
al hongo levaduriforme Candida albicans como estandar por ser
de rapido desarrollo, encontrando los siguientes resultados:

Con respecto al efecto de las diferentes diluciones del
ECFA, se encontrd gue cualquier dilucion con solucidén salina
estéril al 0.85% inhibe las propiedades antimicéticas del mismo,
lo cual no ocurre al ser probado sin diluirlo previamente
(Figuras No. 1 y No. 5). Por otra parte, la concentracién minima
11:1hibitoria del crecimiento del hongo fue entre 40 y 50
microlitros de ECFA (0.8 y 1.0 mg/ml de proteina), mientras que
la concentracidn de 50 microlitros utilizada inhibid de wmanera
similar el crecimiento de diferentes concentraciones de C.
albicans (1x10° a 10x10° levaduras/ml.), ya gue no se observd
crecimiento a 1x10©, 2x10°, 3x10®° y solo hubo una cruz de
(Fi?.sarrollo en las demds concentraciones utilizadas (Tabla No. 6;
1g. No. 6).

En relacidn a la Vida media de la actividad antifingica del
EQFA, se encontro gue esta se pierde totalmente entre 55 Yy 60
dias a 4°C en recipientes tapados después de su obtencidn (aunque
la perdida de actividad se inicia a los 36 dias) (Fig. No. 2),
mlentras que, en recipientes destapados tanto a 4°C como a 28°C
Plerde su actividad a las 24 hrs. de incubacion (Fig No. 3), v a
60°C durante 60 minutos también pierde su actividad, tanto en
reciplentes tapados como destapados (Fig. No.4). Asi mismo al
trata'r de purificar parcialmente el ECFA mediante el uso de
carbon activado (molido y en grano) - se observd que este
tratamiento también elimina la actividad antifingica del ECFA, ya
que a las 76 hrs. se observa el crecimiento del hongo en los
cultivos, siendo este crecimiento del 100% a los 6 dias de
incubacicn (Tabla No. 7).

Por otra parte, al probar el efecto antifingico del ECFA
Sobre el crecimiento de 19 especies diferentes de hongos se
encontro que se inhibe el desarrollo de 17 de éstas, entre 1las
que se encuentran: Diferentes especies de contaminantes
ambientales (Aspergillus sp., Alternaria alternata ), el hongo
responsable de 1la caspa ( Malassezzia furfur); y algunos
Patogenos como Sporothrix schenckii, Histoplasma capsulatum,

Paracoccidioides brasiliensis, Coccidjoides immitis, Criptococcus
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neoformans y Wangiella dermatitidis (Tabla No. 8, Figs. No. 8, 9,
10); misncras b o dnicos hongos gue no fueron inhibidos por
el ECFA fueron el Mucor rouxii y el Penicillium marneffei (Figs.
No. 11 y 12).
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TABLA No. 4 Contenido de Proteinas del Extracto Concentrado
Fresco de Ajo y del Extracto Concentrado Viejo de Ajo
determinado por Lowry.

PROTEINA (mg/ml)

Extracto Fresco 20.0

Extracto Vieijo 28.2



EFECTO DE DIFERENTES DILUCIONES DEL ECFA
SOBRE EL CRECIEMIENTO DE C. albicans

EIGURA 1 (1000000 LEV/ML. 28°C, ASD)
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TABLA No. S Efecto de diferentes concentraciones del (ECFA)
Extracto Concentrado Fresco de Ajo sobre el
crecimiento de C. albicans. (1xi10%levaduras/ml., 28°C,
ASD, 96 horas). .

CONCENTRACION CRECIMIENTO EN
CRUCES
Micrclitros Proteina (mg/ml)

(1} (1} +4++
10 0.2 ++
2¢C 0.4 +
30 0.6 +
40 0.8 .
50 1.0 .



TABLA No. 6 Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo
(50 microlitros=lmg/ml de proteinas) sobre el creci-

miento de dAiferentes concentraciones de C. albicansg
{(28°C, ASD, 96 hrs.).

CONCENTRACION DE CRECIMIENTO POR
C. albicans CRUCES.

CONTROL sin ECFA (1 x 10%) ++++
10°* -
10¢
109
10°
10°
10°
10°¢
10°
10%
10%
sin ECFA (10 x 10°)
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TABLA No. 7 Efecto del cCarbon Activado (CAGR) sobre 1la
actividad inhibitoria d4el Extracto Concentradoe Fresco

de Ajo en C. albicans. (1x10° levaduras/ml, 28°C.,
ASD, 96 horas).

"®#% Tiempo de incubacidén (dias) Crecimiento por
- Cruces.
Molido Grano
‘1 _ _
2 — p—
3 + +
4 ++ ++
5 +++ 4+
6 ++4++ 4+
ek Se tomaron diariamente alicuotas de 50 microlitros de

Extracto Concentrado Fresco de Ajo. Se sembré diariamente un
control de C. albicans para analisis de comparacidn.



TABLA No. 8 Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo sobre
el crecimiento de diferentes especies de hongos.
(AsD, 28°C., 72-96 horas).

Especie ' Crecimiento por cruces.
#% Control + + + +
Aspergillus flavus. -
Asperqgillus terreus. -
Aspergillus clavatus. -
Aspergillus ochraceus. -
Aspergillus niger. -
Penicillium marneffej. + +
Cladosporjium carrionii. -
Mucor rouxji. + + + +

Paacilomyces sp. -
Malassezzia furfur. -
Trichothecjium sp. -
Alternaria alternata. . -

Sporothrix schenckii. -
Histoplasma capsulatum. -
Paracoccidioides brasiljensis. =
Coccidioides immitis. .
Cryptceccoccus neofsrmans. -
Wangiel.a dermatitidis. -

_(**) Para cada hongo a probar se realizd un control del hongo
Sln Extracto Concentrado Fresco de Ajo.



Fig. No. s5._-
concontrado Fre

sobre el
Crecimiento de €. albicans (1ix10°, A8SD, 28°C, 48-72 hrs.).
1.—cOntrol con

2.-Candida albicans+Extracto Concentrado Fresco de Ajo dil. 1:10
3-f9§2§i§5 albicans+Extracto Concentrado Fresco de Ajo dil. 1:100
4.-Candida albicans+Extracto Concentrado

Efecto de diferentes diluciones del Extracto
Sco de Ajo en solucidcn salina esteril

Extracto Concentrado Fresco de Ajo

Fresco de Ajo dil. 1:1000



Fig. No. 6.- Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo sobre
el Crecimiento de diferentes concentraciones de C. albicans
ASD,28°C 48-72 hrs., 50 microlitreos).

-~Candida albicans 1x10° sin Extracto Concentrado Fresco de Ajo.
-~Candida albicans 10x10° sin Extracto Concentrado Fresco de Ajo.
--angig; albicans 5x10° con Extracto Concentrado Fresco de Ajo.
-~€andida albicans 6x10° con Extracto Concentrado Fresco de Ajo.
-~Candida albicans 7x102 con Extracto Concentrado Fresco de Ajo.
-~Candida albicans 8x10° con Extracto Concentrado Fresco de Ajo.



Fig. No. 7.- Efecto de diferentes concentraciones del Extracto
Concentrado Fresco de Ajo sobre el crecimiento de C. albicans.

(1x10°levaduras/ml,

1.-candida albicans
2.-Candida albicans
. Fresco de Ajo.

3.-Candida albicans
Fresco de Ajo.

4.-Candida albicans

Fresco de Ajo.

5.-Candida albicans
Fresco de Ajo.

6.-Candida albicans

Fresco de Ajo.

ASD, 28°C,

48-72 hrs.).

1x10° sin Extracto Concentrado Fresco de Ajo.

1x10°+50
1x10° +10
1x10° 420
1x10° +30

1x10° +40

microlitros
microlitros
microlitros
microlitros

microlitros

de Extracto
de Extracto
de Extracto
de Extracto

de Extracto

Concentrado
Concentrado
Concentrado
Concentrado

Concentrado



rti No. 8.- Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo sobre
el crecimiento de Histoplasma capsulatum (50 microlitros, ASD ,
28°C 15-22 dias)

l1.- Control.
2.- Problema 1.
3.- Problema 2.



9.- Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo sobre

Fig. No.
el crecimiento de Wangiella dermatitidis (50 microlitros, AsSD ,

28°C 48-72 hrs).

1.— Control.
2.- Problema.



Fig. No. 10.- Efecto de
el crecimiento de Cladosporium carrionii { 50

28°C, 48-72 hrs.).

1.- Control.
2.- Problema.

1 Extracto Concentrado

Fresco de Ajo sobre
microlitros, ASD,



Fig. No. 11.- Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo sobre
el crecimiento de Mucor rouxii (50 microlitros, ASD, 28°C, 48-72
hrs.).

1.— Control.
2.- Problema.
3.- Problema.



. Fig. No.
el crecimiento de Penicillium

28°C 48-72 hrs.).

l1.— Control.
2.- Problema.
3.— Problema.

marneffei

(50 microlitros,

12.- Efecto del Extracto Concentrado Fresco de Ajo sobre

ASD,



DIS8CUSTION.

La quimioterapia antifingica estad lejos de haber alcanzado un
alto grado de éxito, en tanto gue las drogas actualmente en uso
no son especificas para el hongo, va gue no se han aislado
medicamentos eficientes que actuen exclusivamente sobre la pared
celular, pues ésta es diferente a la de los demas
microorganismos, y los pocos que se han aislado, o se encuentran
en estudio son muy cfaros y presentan efectos secundarios muy
severos (Torres Rodriguez, 1987; Rippon, 1990; San Blas, 1991);
por otro lado, 1la mayorla de los medicamentos antlfunglcos
inducen bloqueos metabolicos al mismo huédsped (sintesis de
ergosterol, sintesis de 1lipidos de 1la membrana, entre otros);
ademds, los resultados obtenidos "in vitro"™ en pruebas de
sensibilidad a antibidoticos antifingicos no esta correlac1onada
con su actividad "“in vivo", por lo que se buscan drogas mas
efectivas y selectivas para el tratamiento.

En base a lo anterior y tomando como referencia algunos
reportes de la literatura en los cuales se describe que el ajo
tiene un gran poder curativo ( Samano, 1975; Yamada y Azuma,
1977, Vazquez, 1989), por lo gque en este trabajo se estudiaron
algunas propiedades del Extracto Concentrado Fresco de Ajo, como
vida media, efecto de la temperatura, diluciones en solucidn
salina entre otras, asi como su efecte inhibitorio sobre el
crecimiento de diferentes especies de hongos; encontrando que el
contenido de proteinas fué mayor en el extracto viejo gque en el
extracto fresco, debido tal vez a que se utilizaron ajos de
diferentes procedencias (diferentes mercados) y ademas, en 1los
diferentes reportes de los conmponentes del ajo no se menciona el
contenido de prote:.na (samano, 1975; Sifuentes y Ortega, 1990),
lo gue puede deberse a gque no se han determinado, o a gue los
resultados obtenidos no hayan sido reproducibles. Las
propiedades del ECFA estudiadas en este trabajo, no se han
reportado en la literatura, (Samano, 1975; Cavallito y Bailey,
1944; Cavallito y cols., 1944; Jain y Konar, 1978; San Blas,
1991; Yamada y Azuma, 1977), unicamente se ha reportado la vida
media y el efecto de la temperatura del ECFA (Ledezma, 1991) vy
los datos encontrados en este trakajo coinciden con 1lo
reportado; ademds autores como Cavallito y cols., (1954) han
estudiado e identificado el principio activo, dgque parece ser 1la
alicina (o el sulfuro de alilo del cual se ha sugerido tambien
como uno de los responsables de la actividad antimicdotica); su
peso molecular (162 kilodaltons), pH (6.5), Yy el contenido de
azufre (40%) (Cavallito y cols., 1944; cavallito y cols., 1954;
Yamada y Azuma, 1977).

Con respecto al carbon activado, se ha reportado gue tiene
la propiedad de adsorber compuestos organicos de diferente peso
molecular (Gomez Torres, 1986), por 1lo que en este trabajo se
trato de purlflcar par01almente el principio activo del ECFA (se
uso esta tecnica debido a que en el laboratorio no se cuenta con
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las matrices de polisacaridos para realizar una purificacion
secuencial y con alto grado de eficiencia) pero se encontro que
este tratamiento induce la perdida de la actividad al adsorber
el extracto por mecanismos hasta ahora desconocidos.

En relacion a las propiedades antifingicas del ECFA, en este
trabajo se comprueba que es un excelente antimicdético para 1los
diferentes hongos analizados entre los gue se encuentran los
hongos patogenos Histoplasma capsulatum y Paracoccidioies
brasjiliensis; el hongo levaduriforme Cryptococcus neoformans; los
contaminantes ambientales Aspergillus sp. Alternaria alternata vy
otros; coincidiendo lo anterior con lo reportado por Yamada y
Azuma (1977) para Candida albicans y Trichophyton
mentagrophytes "in vwvitro™; por Acosta y cols. (1992) para

Trichophyton mentagrophytes "in vivo™.

Con respecto al sitio de accion, del principio activo del
ajo aiin no se sabe con certeza como actQa, pero, San Blas (1992)
reportod que no tiene efecto inhibitorio sobre la actividad de
glucana sintetasa de la pared celular de P. brasiliensis, por 1lo
que el efecto puede ser a nivel de membrana plasmatica.

Finalmente, 2 de los hongos analizados no fueron inhibidos
por el Extracto Concentrado Fresco de Ajo (Penicillium marneffei
Y Mucor rouxii), desconociendo porgqueé estos hongos no son
sensibles al Extracto Concentrado Fresco de Ajo.
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CONCLUBIONES.

.- El contenido de proteinas es mayor en el extracto viejo
(inactivo) gue en el extracto fresco (activo), no
encontrando en la literatura otros reportes al respecto.

2.~ La dilucidq}del ECFA con solucion salina al 0.85% inhibe
las caracteristicas antifingicas del Extracto Concentrado

Fresco de Ajo.

3.~ Diferentes concentraciones estudiadas del Extracto
Concentrado Fresco de Ajo, tienen el mismo efecto
inhibitorio.

4.~ A medida que se aumenta la concentracion de levaduras de

candida albicans disminuye parcialmente la efectividad del
Extracto Concentrado Fresco de Ajo.

5.~ El Extraqto concentrado Fresco de Ajo tiene una wvida media
de 45-60 dias a 4°C, y en recipientes destapados pierde 1la
actividad a 4°C y 28°C a las 24 horas.

6.~ El ECFA a 60°C durante 60 min. pierde 1la actividad
antifungica.
y AR El tratamiento con cCarbon activado tambien inhibe 1a

actividad antifuingica.

8.= A excepcicn de Penicillium marneffei y Mucor rouxii; las

17 especies de hongos estudiadas fueron inhibidos en su
crecimiento por el Extracto Concentrado Fresco de Ajo;
debido probablemente a las diferencias en los componentes de
la membrana plasmatica de estos hongos.
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