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RESUMEN

Se estudiaron algunas de las propiedades del Extracto Concentrado Fresco del Ajo (ECFA),
(Allium sativum), asi como su efecto inhibitorio sobre algunas especies de hongos,
encontrando que algunos de los factores que modifican la actividad antifingica son: la dilucion
del ECFA, la temperatura de incubacion, concentracion de proteina, vida media y su
tratamiento con carbon activado. Con respecto a los analisis de inhibicién del crecimiento, se

encontré que todas las especies analizadas fueron susceptibles al ECFA, entre los que
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destacan: Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Exophiala dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, asi como

diferentes especies de Aspergillus.

PALABRAS CLAVE: ajo, efecto antifungico, hongos.

ABSTRACT

We studied some of the properties of the Extract Concentrated Fresh of Garlic (ECFA), (Allium
sativum), and its inhibitory effect on some fungal species, finding out that some of the factors,
which modify the antifungal activity, are: dilution, incubation temperature, protein
concentration, half-life and its treatment with activated charcoal. With respect to the analysis of
inhibition of the growth, it was found that all species tested were susceptible to ECFA; some of
them are: Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Exophiala dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus neoformans, Candida albicans and different

species of Aspergillus.

KEY WORDS: garlic, antifungal effect, fungi.
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INTRODUCCION

Los efectos nocivos de la mayoria de los antifingicos principalmente de los polienos y
el poco equilibrio enzimatico que regula a los derivados azolicos, las alilaminas y los
tiocarbamatos, asi como el estrecho rango de accion de los mismos, estimulan el
desarrollo de nuevas lineas de investigacion en esta area (San Blas, 1991). Dentro de
ellas se encuentran investigaciones en el nivel de sintesis de ergosteroles en la
membrana fungica sin interferencia con mecanismos similares en mamiferos, o la
investigacién con nuevos compuestos que ejerzan su accion a niveles diferentes de la
membrana plasméatica. También, hay investigaciones basadas en el bloqueo de la
sintesis de polisacaridos de la pared celular de los hongos. Muchos de ellos estan
limitados por el momento a un uso experimental, ya que aun no se sabe si pueden
tener efecto secundarios en humanos, aunque representan una linea de investigacion
promisoria en el campo de la terapia antifangica (Carrillo Mufioz y cols., 2006;
Wentzel, y cols., 1992).

Otras lineas de investigacion en antibidticos antifungicos, se han centrado en el uso
de algunas toxinas fungicas (Mota y Murcia, 2011; Osorio y cols., 2009), y el ajo
(Allium sativum) (de Gonzalez y cols., 1998; Lora Cahuas y cols., 2010; Torres y
Romero, 2012; Moctezuma Zarate y cols., 2015), el cual es originario del Asia Central;
pertenece a la familia de las Lilidceas. Esta planta crece en casi todo el mundo, sobre
todo en climas templados y calidos (Bruneton, 1991). Es frecuente atribuirle las
siguientes propiedades: antiséptico, antibacteriano e hipocolesteromiante. También se
cree que disminuye la agregacion plaquetaria, que es antimicotico, vermifugo y
expectorante, reduce los niveles de colesterol (Ried y cols., 2013), activa el sistema
inmune (Hobauer y cols., 2010), y es util en el tratamiento del cancer y enfermedades
cardiovasculares (Bat-Chen y cols., 2010; Rahman y Lowe, 2006), siendo algunas de
estas acciones confirmadas por la medicina moderna (Borlinghaus y cols., 2014;
Chang Jung y Yong Sohn 2014).
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A. sativum contiene, sobre todo en el bulbo, una sustancia sulfurada inodora llamada
aliina que por accion de un fermento contenido en los propios ajos, la aliinasa, se
convierte en esencia de ajo y levulosa. La esencia de ajo contiene la alicina y sulfuros
de alilo, vinilo y propilo (0.6%) que proporcionan el olor caracteristico a los ajos.
Ademas, contiene vitamina A, B1, B2, C, una amina del &cido nicotinico, colina,
hormonas, alicetoina | y Il, &cido sulfocidnico, yodo y trazas de uranio. Esta compleja
composicidbn hace que dicho bulbo tenga diferentes efectos en el organismo
(Borlinghaus y cols., 2014; Bruneton, 1991; Troncoso, 2002). Los efectos
antimicrobianos y antimicéticos se atribuyen a la accion de la alicina que ha
demostrado ser activa in vitro, contra Candida albicans, algunas especies de
Trichomonas, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, S. paratyphi,
Shigella dysenteriae, Vibrio cholerae, virus del Herpes simple, de la Influenza; y
algunos hongos, principalmente dermatofitos y levaduras patégenas para el hombre
(Troncoso, 2002; Yoshida y cols., 1987; Villar y cols., 1997).

Existen estudios acerca de una sustancia derivada de A. sativum, el ajoeno y de su
accion in vitro frente a dermatofitos, en la que logré inhibir el crecimiento a la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 60 pg/mL y una Concentracion Minima
Fungicida (CMF) de 75 pg/mL. También se comprobé el efecto in vivo en crema al
0.4% aplicada una vez por dia por un lapso de cinco dias, con un bajo porcentaje de
curacion; sin embargo se obtuvo una excelente respuesta clinica en pacientes con
Pitiriasis versicolor lograndose una curacion del 87,5% (Gonzalez y cols., 1998). Otros
trabajos reportan la accién antimicética sobre C. albicans y Aspergillus niger (Yoshida
y cols., 1987) y la inhibicién del crecimiento de otras levaduras como Saccharomyces
cerevisiae a concentraciones por debajo de 20 pg/mL (Villar y cols., 1997).

En los ultimos afios han sido muy importantes los logros de la industria farmacéutica
en la produccion de antimicrobianos, aunque los costos son muy elevados (Gonzalez
y cols., 1998). Si la accion del A. sativum fuera satisfactoria, habria la posibilidad de

contar con un producto util, ya que posee propiedades terapéuticas, es cultivable a lo
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largo del pais, crece en cualquier tipo de terreno y sobre todo es muy econémico. Por
todo lo expuesto, se pretende demostrar el efecto antimicotico in vitro de A. sativum
frente a C. albicans, dermatofitos, hongos contaminantes ambientales y algunos que
causan micosis profundas, con la finalidad de obtener un producto competitivo con los
antimicéticos que se usan en el mercado y su facilidad de adquisicion para la mayoria
de pacientes. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estudiar algunas
caracteristicas del ECFA, y analizar su efecto sobre el crecimiento de algunas
especies de hongos, para, en un futuro, obtener un producto competitivo con los

antimicéticos comunes que se usan en el mercado.

MATERIAL Y METODOS

Obtencién del Extracto Concentrado Fresco del ajo (ECFA)

De aproximadamente 15 cabezas de ajo crudas y previamente peladas, molidas en
un mortero, se obtuvo una suspension del ajo; esta suspension se filtr6 sobre gasa
presionando para obtener una mayor cantidad de filtrado, y se guardo tapado a 4°C

para que no pierda su actividad.

Caracteristicas del ECFA

Para el estudio de algunas caracteristicas del ECFA, como diluciones, concentracion
del ECFA vy del in6culo, vida media, tapado y temperatura, se utilizé la levadura C.
albicans, porqué su crecimiento es rapido. Se tomaron alicuotas de 50 uL del ECFA,
las cuales se afiadieron a cajas de Petri conteniendo 1 x 10° levaduras/mL de C.
albicans en ADS e incubadas a 28°C durante 96 h, comparando el crecimiento con
respecto a un control sin ECFA (todos los experimentos de inhibicion descritos a
continuacion, se realizaron con el mismo protocolo), mientras que para el estudio de
las propiedades antifungicas se analizé el efecto del ECFA sobre las siguientes cepas

de hongos proporcionadas por el Laboratorio de Micologia Experimental de la
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Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP: Levaduras: C. albicans, C. tropicalis, C.
krusei, C. lamtia, C. parapsilosis, Cryptococcus neoformans, y Exophiala dermatitidis.
Los sistémicos: Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis vy
Coccidioides immitis. Los contaminantes: A. flavus, A. terreus, A. clavatus, A.
ochraceus, A niger, Mucor rouxii, Paecilomyces sp., Malassezia furfur y Trichotecium
sp. ElI dematiaceo Alternaria alternata y los causantes de cromoblastomicosis y
esporotricosis como: Cladophialophora carrionii y Sporothrix schenckii y algunos

dermatofitos.

Determinacion del efecto antifUingico del ECFA sobre el crecimiento de
diferentes especies de hongos

Se tomo una asada de las diferentes especies de hongos a analizar, resuspendiéndo
en 1 mL de solucién salina estéril al 0.85%, y se tom6 una alicuota de 10 pL,
aplicAndola en una camara de Neubauer para determinar el numero de células.
Posteriormente, de cada hongo, se tomaron 1 x 10° células/mL del ECFA y se
sembraron en cajas de Petri conteniendo ADS, y a cada especie de hongo en estudio
se le afiadieron 50 pL del ECFA, esparciéndolo en toda la caja con una varilla de
vidrio estéril en forma de triangulo, y se incubaron a 28°C, observando su crecimiento
a diferentes tiempos (4 dias a 3 semanas), comparando el crecimiento con un cultivo
del hongo a analizar sin el ECFA. Todos los experimentos se realizaron 3 veces y por
duplicado.

La determinacion de proteina del ECFA fue determinada por el método de Lowry

(Lowry y cols., 1951).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos de las propiedades de la actividad antifungica del ECFA:
vida media, temperatura, efecto de diferentes diluciones, concentracion minima

inhibitoria, utilizando a C. albicans como estandar, fueron los siguientes:
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Con respecto al efecto de las diferentes diluciones del ECFA (1:10, 1:100 y 1:1000
v/v), se encontré que cualquier dilucidn con solucion salina estéril al 0.85%, inhibe las
propiedades antimicoticas del mismo, lo cual no ocurre al probarlo sin diluirlo (Figura
1). Por otra parte, la concentracion minima inhibitoria (CMI) del ECFA fue entre 40 y
50 L del ECFA (0.8-1.0 mg/mL de proteina), mientras que la concentracién de 50 uL
utilizada inhibié de manera similar el crecimiento de diferentes concentraciones de C.
albicans (1 x10® a 10 x 10° levaduras/mL), pues se observd poco o nada de

crecimiento (Figura 2).

Figura 1. Efecto de diferentes diluciones del ECFA sobre el crecimiento de C. albicans. (1 x 108
Lev/mL, ADS. 28°C, 96 h, 50 uL). 1.- C. albicans + ECFA sin diluir. 2.- C. albicans + ECFA dilucion
1:10. 3.- C. albicans + ECFA dilucién 1:100. 4.- C. albicans + ECFA dilucion 1:100.
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Figura 2. Efecto del ECFA sobre el crecimiento de diferentes concentraciones de C. albicans.
(ADS. 28°C, 96 h. 50 pL). 1.- C. albicans 1 x 106 Lev/mL sin ECFA. 2.- C. albicans 10 x 108 Lev/mL
sin ECFA 3.- C. albicans 5 x 10% Lev/mL con ECFA. 3.- C. albicans 6 x 10% Lev/mL con ECFA. 5.-
C. albicans 7 x 10¢ Lev/mL con ECFA. 6.- C. albicans 8 x 10% Lev/mL con ECFA.

En relacion a la vida media de la actividad antifungica del ECFA, se encontré que ésta
se pierde totalmente entre 55 y 60 dias después de su obtencién, a 4°C en recipientes
tapados (aunque la pérdida de la actividad se inicia a los 39 dias, con una pérdida de
su actividad del 10%), mientras que en recipientes destapados tanto a 4°C como a
28°C, pierde su actividad a las 24 h de incubacién, y a 60°C pierde totalmente su

actividad a los 60 minutos, tanto en tubos tapados como destapados.

Por otra parte al probar el efecto antifingico del ECFA sobre diferentes especies de
levaduras y hongos, se encontré que se inhibe el crecimiento de todas ellas en las

condiciones analizadas (Figuras 3, 4y 5).
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Figura 3. Efecto del ECFA sobre el crecimiento de H. capsulatum. (ADS. 28°C, 21 dias. 50 pL).1.-
H. capsulatum 1 x 108 esporas /mL sin ECFA. 2.- H. capsulatum 1 x 10° esporas /mL con ECFA. 3.-

H. capsulatum 1 x 10% esporas/mL con ECFA.

Figura 4. Efecto del ECFA sobre el crecimiento de E. dermatitidis. (ADS. (28°C, 96 h. 50 uL).1.- E.
dermatitidis 1 x 10® esporas /mL sin ECFA. 2.- E. dermatitidis 1 x 106 esporas /mL con ECFA.
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Figura 5. Efecto del ECFA sobre el crecimiento de C. carrionii. (ADS. (28°C, 96h. 50 uL).1.- C.

carrionii 1 x 108 esporas /mL sin ECFA. 2.- C. carrionii 1 x 10® esporas /mL sin ECFA.

DISCUSION

Los derivados azolicos son tal vez el grupo de antifingicos mas usados en la
actualidad. Su interferencia en la sintesis del ergosterol de la membrana flangica
conduce a deformaciones estructurales y una eventual muerte celular. P. brasiliensis
es muy sensible a los derivados azolicos. In vitro, las concentraciones minimas
inhibitorias,  flucttan entre 10 'y 10% M en la secuencia:
saperconazol>itraconazol>ketoconazol (San Blas y cols., 1993). En la practica
médica, el itraconazol (un triazol) y el ketoconazol (un imidazol) son ampliamente
usados para el tratamiento de la paracoccidioidomicosis (Wanke y cols., 1998).
También la anfotericina B deoxicolato esta indicada en el tratamiento de casos
severos diseminados, con recomendacion de hacer terapia de seguimiento con

sulfonamida para prevenir recaidas (Dietze y cols., 1999).

El ajoeno [(E, Z2)-4,5,9-trithiadodeca-1,6,11-triene 9-oxide], derivado de la alicina, a su

vez un producto natural del ajo, es otro compuesto actualmente en exploracion como

potencial droga antifungica (Borlinghaus y cols., 2014; Gonzalez y cols., 1998; Lora
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Cahuas y cols., 2010; Torres y Romero, 2012; Troncoso, 2002; Yoshida y cols., 1987,
Villar y cols., 1997). El ajoeno es efectivo en el tratamiento topico de Tinea pedis,
cruris y corporis, con resultados similares a la terbinafina (Ledezma y cols., 1999),
inhibe el crecimiento de P. brasiliensis y la transicion dimorfica hacia la fase
levaduriforme. Su efecto radica en el bloqueo de la sintesis de fosfatidil colina, con
una acumulacion del compuesto precursor fosfatidil etanolamina, lo cual se traduce en
una alteracion en la estructura de la membrana celular y consecuente muerte celular
(San Blas y cols., 1997).

Por lo anterior, en este trabajo se estudiaron algunas propiedades del ECFA, de las
cuales no sido descrita informacion en la literatura (Borlinghaus y cols., 2014), por
ejemplo, la dilucibn del ECFA disminuye su actividad, lo cual es parecido a lo
reportado para Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis (Khalid y cols., 2014), y para
C. albicans con el extracto liofilizado del ajo (Lora Cahuas y cols., 2010) y el aceite
comercial de ajo (Wen-Ru y cols., 2014), pero es diferente a lo reportado por
Bouddine y cols., (2012) para los aceites esenciales de orégano, tomillo, romero y
clavo, los cuales a diferentes diluciones no pierden su efecto antifingico, también el
ECFA al 5% (v/v) inhibe en un 53.3% el crecimiento de hongos patdgenos aislados de
raices de yuca podrida (Fusarium oxysporum, F. solani, Botryodiplodia theobromae,

Macrophomina phaseolina, Penicillium oxalicum y A. niger) (Okigbo y cols., 2009).

La CMI del ECFA fue de 0.8-1.0 mg/mL de proteina, mientras que Feldberg y Chang
(1988), reportan 0.3 mM para Salmonella typhimurium (aunque esta concentracion no
es letal) utilizando los aceites esenciales de orégano, tomillo, romero y clavo, ademas
de algunos de sus principales componentes como: cloveugenol, carvacrol and thymol.
Contra A. niger, la CMI reportada fue entre 0.5%-0.4% (v/v) (Bouddine y cols., 2012),
para A. niger y C. albicans fue de 20 pg/mL (Yoshida y cols., 1987), y contra T.
mentagrophytes, T. rubrum y M. canis fue de 500 pg/mL, mientras que para C.
albicans de 2500 pg/mL con el extracto liofilizado del ajo (Lora Cahuas y cols., 2010),
en aislados clinicos de T. rubrum y T. mentagrophytes, la CMI encontrada para
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ambos fue de 60 pg/mL (Gonzalez y cols., 1988), y concentraciones de ajoeno de 2.5
pg/mL inhibieron totalmente el crecimiento de cinco aislamientos clinicos de
Histoplasma capsulatum var. capsulatum (Torres y Romero, 2012), mientras que
Wen-Ru y cols., (2014) reportan una CMI de 0.0625 y 0.125 % (v/v) con el aceite de

ajo para Penicillium funiculosum.

Con respecto a la vida media del ECFA, éste pierde su actividad entre 55 y 60 dias
después de su obtencion, a 4°C en recipientes tapados. Al respecto, se ha reportado
que la pérdida de alicina durante el proceso de obtencién de pasta de diferentes
variedades comerciales de Allium sativum, fue de 22% a los 180 dias de almacenaje,
con una gran pérdida en el contenido de alicina después de su procesamiento (Prati y
cols., 2014).

En relacion a las propiedades antifingicas del ECFA, se comprueba que es un
excelente antimicotico para los diferentes hongos analizados entre los que se
encuentran: C. albicans, C. neoformans, E. dermatitidis, T. mentagrophytes, T.
tonsurans, T. rubrum, M. canis, M. gypseum, H. capsulatum, P. brasiliensis, C.
immitis, A. flavus, A niger, Paecilomyces sp., M. furfur y Trichotecium sp., A. alternata,
C. carrionii y S. schenckii, lo cual concuerda con la mayoria de los reportes de la
literatura: (Borlinghaus y cols., 2014; Gonzalez y cols., 1998; Lora Cahuas y cols.,
2010; Moctezuma Zérate y cols., 2015; Torres y Romero, 2012; Troncoso, 2002; San
Blas y cols., 1997; Troncoso, 2002; Villar y cols., 1997; Wen-Ru y cols., 2014; Yoshida
y cols., 1987).
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CONCLUSIONES

El ECFA muestra un buen efecto antifungico contra una gran variedad de especies de
hongos, lo cual hace posible su aplicacion en terapia médica y agricultura, ademas de
que es economico, facil de obtener y no provoca efectos secundarios, aunque se

requieren mas estudios para su aplicacion terapéutica.
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