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Las enfermedades infecciosas originadas por hongos son, probablemente, las
que mas frecuentemente afectan al ser humano. Aunque una variedad de
agentes antifungicos estan disponibles para su control, la existencia de
resistencia a diversas clases de antifungicos, asi como también la
biodisponibilidad de la droga en el sitio de la infeccién, representan un
problema serio durante su tratamiento. Una aproximacion en la busqueda de
soluciones efectivas ha sido la combinacion de dos o mas agentes antifungicos
con la finalidad de obtener algun efecto aditivo o sinérgico que potencie
sustancialmente la actividad antifungica de las drogas. En este estudio
evaluamos si el efecto producido por la combinacion de ajoeno y ketoconazol
sobre el crecimiento y la proliferacién de hongos filamentosos es de naturaleza
aditiva, antagonica o sinérgica. Para ello, se investigaron sus interacciones in
vitro en tres aislamientos de Microsporum canis mediante un estudio preliminar,
utilizando la técnica de microdilucion, siguiendo las recomendaciones
descritas en el documento NCCLS M-38A con algunas modificaciones.

Los resultados de concentracion inhibitoria fraccional obtenidos para cada
una de las tres cepas estudiadas (valores de 0,18 - 0,36 pM) demuestran la
existencia de un efecto sinérgico muy potente cuando se combinan estas
drogas, y configura un panorama muy prometedor para la realizacién de
futuros estudios clinicos, donde se utilicen para el tratamiento de infecciones
causadas por M. canis, tradicionalmente de dificil tratamiento.

Microsporum canis, Ajoeno, Ketoconazol, Antifungicos, Dermatofitos,
Tinea capitis

Synergy between ajoene and ketoconazole in isolates
of Microsporum canis. A preliminary study using
fractional inhibitory concentration technique (FIC)

Fungal infections are probably the most frequent infectious diseases affecting
human being. Resistance to different anti-fungal drugs, and their bioavailability
in the infection site, represent a problem for treatment. Looking for effective
solutions, combination of two or more antifungal drugs to obtain an additive
effect or synergic effect that potent antifungal activity has been investigated.
In this study, the effect (additive, antagonist or synergistic) of ajoene and
ketoconazole combination was evaluated in the growth and proliferation of
filamentous fungi. Interactions in vitro were investigated in three isolates of
Microsporum canis through a preliminary study using micro dilution, according
to recommendations of NCCLS M-38A, with several modifications. Results
obtained for CIF of each isolates studied (CIF = 0,18 - 0,36 uM), demonstrate
that exists a very potent synergistic effect, when they are combined, and it
represents a hope for future clinic trials to treat resilient fungal infections
caused by M. canis.
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Tinea capitis
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En la bisqueda de mejores opciones y esquemas
terapéuticos con mayor eficacia en el tratamientos de las
infecciones micdticas, diversos autores han estudiado el
efecto de combinaciones de dos o tres clases de agentes
antifiingicos que actian como inhibidores en la misma o
en distintas rutas metabdlicas (combinaciones de azoles,
azoles y alilaminas en la ruta de la biosintesis del ergoste-
rol y azoles y anfotericina B en rutas diferentes) [7,22,24,
25,27]. Sin embargo, a pesar de que la actividad antifin-
gica de los compuestos ajoeno y ketoconazol se encuentra
ampliamente documentada en la literatura [8,26], no se ha
realizado ningtin estudio del efecto combinado de estas
dos drogas sobre el crecimiento y la proliferacion de estos
agentes patégenos. El ajoeno es un compuesto érgano-
sulfurado originalmente obtenido de extractos alcohdlicos
del ajo [2] que ha demostrado una potente actividad anti-
flingica tanto in vitro como in vivo [9-11] y cuyo meca-
nismo de accidn parece estar asociado a la inhibicién de la
biosintesis de fosfolipidos [21]. El ketoconazol es un
agente antimicotico que afecta el crecimiento de los hon-
gos mediante la inhibicién de la ruta biosintética de los
esteroles; esta ruta constituye un objetivo principal en la
mayoria de las drogas antiftingicas disponibles en la actua-
lidad. Teniendo estos dos agentes antiftingicos diferente
mecanismo de accién dentro de la sintesis de lipidos, y
siendo los esteroles y los fosfolipidos los principales com-
ponentes de la membrana plasmadtica, de cuya asociacién
no covalente dependen sus propiedades biofisicas y fisio-
l16gicas, la combinaciéon de ambos compuestos constituye
una clara aproximacién racional en la busqueda de nuevas
alternativas terapéuticas.

Materiales y métodos

Aislamientos. Las cepas de Microsporum canis
Mc543 y Mc548 fueron obtenidas de pacientes con tinea
capitis que acudieron a la consulta de Dermatologia del
Hospital Clinico Universitario de Caracas, y fueron cedi-
das gentilmente por la Dra. Angela Ruiz para la realiza-
cion de este estudio. La cepa Mc1 proviene de un paciente
de la consulta del Laboratorio de Microbiologia y Parasi-
tologia de la Escuela de Ciencias de la Salud de la Univer-
sidad de Oriente.

Antifiingicos. El ajoeno fue sintetizado y purificado
como se ha descrito en trabajos anteriores [4] y después
suspendido en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma). EI keto-
conazol fue donado gentilmente por el Instituto Nacional
de Higiene Rafael Rangel y disuelto en dimetil sulféxido.
Ambos compuestos se almacenaron a —20 °C hasta su uti-
lizacién. Ajoeno y ketoconazol se utilizaron a diferentes
concentraciones y la concentracion final del DMSO en los
cultivos nunca fue mayor del 1%.

Ensayos in vitro. Método de microdilucion. Se si-
guieron los procedimientos recomendados por el National
Comittee for Clinical Laboratory Standards en el docu-
mento NCCLS M-38A [16] para hongos filamentosos, con
algunas modificaciones segin se explica a continuacién
[1,5,6,19,13].

Medio RPMI 1640. Para realizar los ensayos de sus-
ceptibilidad a los antiftingicos, el medio que se utiliz6 fue
RPMI 1640 con L-glutamina y sin bicarbonato sédico
(Sigma). Se afiadié glucosa al 2% (modificacion EUCAST-
AFST 2002) para mejorar el crecimiento del dermatofito.
Se utilizé Hepes (Sigma) como tampdn, se ajusté el pHa 7,
se esteriliz6 con filtro de 0,2 um y se conservo a 4 °C hasta
su utilizacién.

Preparacion del inoculo. Las colonias maduras de
cultivos puros bien crecidos, incubados durante 13-15 dias

Densidad Optica

a temperatura ambiente, fueron cubiertas con 3-5 ml de
solucién fisioldgica estéril, se agité en vortex (Maxi-Mix)
durante aproximadamente un minuto y la suspension se
colocé en un tubo de ensayo igualmente estéril. Posterior-
mente se realizé recuento de macro y microconidias en
hemocitémetro con microscopio 6ptico (Olympus 300 Bx).
Se prepararon diluciones con medio RPMI 1640 suple-
mentado con 2% de glucosa, hasta obtener una concentra-
cion final del inéculo entre 1y 2 x 10* conidias/ml.

Efecto de la combinacion de ajoeno y ketoconazol
en el crecimiento y proliferacion de los aislamientos de
M. canis. Se sembraron 200 ul de la suspensiéon de coni-
dias por pocillo en microplacas de 96 pozos con fondo
plano. Los cultivos se realizaron en presencia de ajoeno a
concentraciones crecientes de 1 a 100 um mads ketoconazol
a 50 o0 100 nM. Se incubaron las placas en cdmara himeda
a 28 °C durante 13 dias, midiendo diariamente la densidad
optica a 630 nm en un lector de ELISA (Elx 800, Bio-Tek
Instruments®).
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Figura 1. Efecto de la concentracion de ajoeno en la proliferaciéon de los
aislamientos Mc1, Mc543, Mc558, de Microsporum canis.

Los aislamientos fueron cultivados como se ha descrito en la metodologia
y cada valor en la gréafica corresponde al promedio de los valores de tres
cultivos independientes. Las concentraciones de la droga utilizadas
fueron las siguientes: ®, 1uM; m, 10 uM; 4, 30 uM; O, 60 uM; v, 100 pM;
e, 300 uM; <, control de crecimiento. El dia cero corresponde al dia de
inicio del cultivo y al momento de adicién de la droga.
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibi-
toria (CMI) y la Concentracion Inhibitoria 50% (Clso)
Para el cilculo de este valor se tomaron los datos obteni-
dos para la densidad 6ptica a 630 nm a los nueve dias de
crecimiento, en cada uno de los pocillos [19]. La con-
centracion minima inhibitoria (CMI) es la menor concen-
tracion de la droga capaz de producir el mdximo efecto
inhibitorio. Un grafico DO versus log [antiftingico] fue
elaborado para calcular el valor Cls como se ha descrito
previamente [14] muy brevemente, aplicando la férmula:
[antifungicos] = antilog (DO - b)/m, donde DO es la
densidad 6ptica que corresponde a la mitad del valor méxi-
mo alcanzado en el control de crecimiento a los nueve dias
y m es la pendiente, b es el corte en el eje ‘Y . Para la rea-
lizacién de curvas dosis respuesta a los farmacos ensaya-
dos, los procedimientos de regresion lineal, cdlculos de los
valores CMI y Cls se usé el paquete estadistico Sigma
Plot, version 8.0 (Jandel Scientific Software, California).

Sinergismo. En este trabajo el sinergismo es defini-
do como el efecto que es producido por una combina-
cién de drogas y que resulta mayor a la suma de los efectos
producidos por cada uno de los componentes por separado.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de ketoconazol en la proliferacién de
los aislamientos Mc1, Mc543, Mc558 de Microsporum canis.

Los aislamientos fueron cultivados como se ha descrito en la metodologia
y cada valor en la gréafica corresponde al promedio de los valores de tres
cultivos independientes. Las concentraciones de la droga utilizadas
fueron las siguientes: o, 50 nM; O, 100 nM; 4, 300 nM; @, 500 n\M;

v, 1 uM; ¢, 3 uM; m, 10 pM; ¢, control de crecimiento. El dia cero
corresponde al dia de inicio del cultivo y al momento de adicién de la
droga.
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La interaccion de las drogas es clasificada sobre la base
del indice de la concentracion inhibitoria fraccional (CIF),
que puede ser obtenido al definir como punto final o punto
de corte la inhibicién completa del crecimiento del hongo.
Dicho indice es determinado como ha sido previamente
descrito [15]. La férmula para su célculo es la siguiente:
CIF = [a] / CMla + [b] | CMID;
donde [a] es la concentracion de la droga A 'y [b] es la con-
centracion de la droga B cuando son usadas en combina-
cién, cada una dividida entre el valor CMI de dicha droga
cuando es usada sola; el efecto es sinérgico si el valor del
indice obtenido es = 0,5; aditivo si el indice es > 0,5; indi-
ferente si es >1 y antagénico si es >2. Ademads, el efecto
de la combinacién de ajoeno con ketoconazol es expresado
mediante la realizacién de un isobolograma aritmético: si
la linea representada deja un espacio céncavo sobre ella, el
efecto es sinérgico [23].

Resultados

El efecto in vitro producido por diversas concentra-
ciones de ajoeno en los tres aislamientos de M. canis Mcl,
Mc543, Mc558 es mostrado en la figura 1, donde se obser-
va para todos ellos un comportamiento dosis-dependiente,
presentando el aislamiento Mc558 la mayor susceptibili-
dad y la cepa Mcl la menor. En la figura 2 observamos el
efecto generado por el ketoconazol, resultando las cepas
Mcl y Mc558 las de mayor y menor sensibilidad respec-
tivamente. Los valores CMI y Cls para cada uno de los
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Figura 3. Calculo de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y de la
concentracion inhibitoria 50% (Cls). Ketoconazol (A) y ajoeno (B), en el
aislamiento Mc1 de Microsporum canis. El gréfico inserto muestra la
curva logaritmica (concentracién de la droga vs DO) utilizada para
calcular el Clso. Gréficos similares a éstos fueron obtenidos para los otros
dos aislamientos.
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aislamientos, fueron obtenidos mediante la realizaciéon de
graficas similares a las observadas en la figura 3. El valor
CMI para el ajoeno en la cepa Mcl resulté de 100 pM,
mientras que para las cepas Mc543 y Mc558 los valores
fueron de 60 uM y 30 uM; los valores Clso resultaron de
0,767; 0,149 y 0,620. Para el ketoconazol se obtuvo un
valor de 3 uM en las cepas Mcl y Mc543, y un valor de
10 uM para la cepa Mc558, con unos valores Cls de 0,497;
0,300 y 0,136 respectivamente. Estos resultados son con-
sistentes con los descritos en trabajos anteriores [14], y
muestran a la cepa Mcl como la menos susceptible a la
accién antiftingica del ajoeno, y a la cepa Mc558 como la
mas resistente al ketoconazol. La combinacién de diversas
concentraciones de ajoeno con ketoconazol produjo un
incremento significativo de su efecto citotéxico. En la cepa
Mcl una concentracién 10 uM de solo ajoeno produjo a
los nueve dias de cultivo una inhibicion cercana al 50%,
pero en presencia de 50 nM de ketoconazol (una concen-
tracién que, por si sola, no produce ningin efecto) se am-
plificé significativamente la accién del ajoeno. El umbral
para producir el 100% de mortalidad se redujo en un orden
de magnitud (figura 4), mostrando una potenciacién muy
fuerte en el efecto producido por la droga. Un resultado
andlogo para esta combinacién fue obtenido en la cepa
Mc543, que present6 ante el ketoconazol un comporta-
miento similar a la cepa Mcl. Sin embargo, en la cepa
Mc558 el efecto en la potenciacién no fue tan pronuncia-
do cuando se usé ketoconazol en concentracién 50 M.
Dicho efecto se hizo mds evidente en presencia de una
concentracién 100 nM de ketoconazol (figura 5). El esta-
blecimiento de un punto final mediante el seguimiento
cuantitativo de la curva de crecimiento garantiz6 la alta
reproducibilidad de estos resultados, que fueron la resul-
tante de una bisqueda sistematica de la concentracién de
la droga, que sola o en combinacién produjo una supresion
completa del crecimiento de los hongos estudiados. Ello
nos permitié, por una parte, expresar cuantitativamente la
interaccién de ambos compuestos mediante la elaboracion
de isobologramas, utilizando, para ello, las concentracio-
nes de ambas drogas, cuya actividad fue similar (figura 6),
y por la otra, obtener la concentracién inhibitoria fraccio-
nal para cada cepa. En este estudio, los valores CIF obteni-
dos (Mc1: 0,20 uM; Mc543: 0,183 uM; Mc558: 0,367 uM)
indican, en todos los casos, la existencia de un efecto
sinérgico muy pronunciado.
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Figura 4. Efecto de la combinacién de ajoeno y ketoconazol en el
crecimiento del aislamiento Mc1 de Microsporum canis.

Las concentraciones de las drogas fueron las siguientes: ¢ control de
crecimiento; ®, ajoeno 1 pM; v, ajoeno 3 pM; m, ajoeno 10 pM. Todas las
concentraciones de ajoeno se afiadieron en presencia de 50 nM
ketoconazol.
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Figura 5. Efecto de la combinacion de ajoeno y ketoconazol en el
crecimiento del aislamiento Mc558 de Microsporum canis.

Las concentraciones de las drogas fueron las siguientes: ¢ control
de crecimiento; @, ajoeno 1 pM; v, ajoeno 3 pM; ®, ajoeno 10 pM,

A, ajoeno 30 pM. Todas las concentraciones de ajoeno se afiadieron
en presencia de A, 50 nM ketoconazol (A) y 100 nM ketoconazol (B).

Discusion

Tinea capitis es una enfermedad frecuente en ni-
flos y cuyo tratamiento habitual consiste en la administra-
cién de griseofulvina oral durante aproximadamente ocho
semanas. Sin embargo, algunos pacientes, especialmente
los infectados por M. canis, no responden adecuadamente
a esta terapia y requieren dosis mayores de este antifin-
gico durante periodos de tiempo mds prolongados, o bien
la administracién de otros antifingicos, como terbinafina
o itraconazol. En estudios anteriores evaluamos la activi-
dad del compuesto ajoeno sobre varios aislamientos de
M. canis demostrando el potencial que esta molécula
posee para el tratamiento de las patologias producidas por
este agente [14,20]. Aunque esta es la primera publicacién
que demuestra la existencia de un efecto sinérgico entre el
ajoeno y el ketoconazol frente a los hongos, distintos tra-
bajos han mostrado tanto in vitro como in vivo la capaci-
dad sinérgica de ambos compuestos en otros sistemas bio-
l6gicos [3,17,18].

En este trabajo evaluamos el efecto de la combi-
nacién de ajoeno y ketoconazol en el crecimiento de
M. canis. Los resultados demuestran que la combinacion
de ajoeno con concentraciones de ketoconazol que no pro-
ducen ningin efecto en el crecimiento potencian por un
factor de 10 su accion fungicida. Este efecto sinérgico
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Figura 6. Isobologramas mostrando el efecto sinérgico del ajoeno y el ketoconazol en los tres aislamientos de Microsporum canis. La gréafica es construida
con las concentraciones que solas o en combinacion producen la inhibicién total del crecimiento a los nueve dias de cultivo. La linea segmentada que
conecta el efecto observado para cada dosis en particular, se conoce como linea de aditividad y nos denota la zona donde todos los pares de

combinaciones tendrian un mismo efecto.

muestra el potencial de esta combinacién en el tratamiento
antifungico, reduciendo tanto el tiempo de tratamiento
como la resistencia a los antifiingicos, asi como también el
riesgo de toxicidad al disminuir la cantidad y la frecuencia
de las drogas administradas.

La marcada potenciacién del efecto de las drogas
cuando son utilizadas en combinacién es debido, muy pro-
bablemente, a que actian en diversas rutas metabolicas. El
ajoeno modifica la fluidez de las membranas celulares y
ello podria facilitar la entrada del ketoconazol al interior
de la célula, tornando al hongo més sensible a este antifin-
gico. Ademads, se ha descrito que el ajoeno afecta a la bio-
sintesis de fosfatidilcolina, alterando la relacion fosfatilco-
lina/fosfatidiletanolamina, muy probablemente mediante la
inhibicién de la enzima transmetilasa que participa de la
transformacion de fosfatidiletanolamina en fosfatidilcolina
[21], impidiendo la biosintesis y la generacion de nuevas
membranas, que resultan absolutamente necesarias para la
division celular. Asimismo, interfiere en el metabolismo
redox reaccionando con los grupos sulfhidrilos de las pro-
teinas de las membranas, lo que afecta a los procesos de
adhesién y sefializacion [12]. Por su parte, el ketoconazol
actia inhibiendo la enzima 14«-desmetilasa, una enzima
dependiente del citocromo P-450 que es responsable de la
desmetilacion del lanosterol, inhibiendo asi la biosintesis
del ergosterol, amplificando los efectos bioquimicos y
comprometiendo atin mds los requerimientos moleculares
en unas células que poseen una elevada actividad metabé-
lica, al encontrarse en un proceso activo de proliferacion.

Estos resultados demuestran la existencia de un
efecto sinérgico muy potente entre el ajoeno y el ketoco-
nazol, y configuran un cuadro muy alentador para la reali-
zacién de futuros estudios quimioterapéuticos mediante la
utilizacién de una terapia combinada con estos dos agentes
antifiingicos.

Nuestro agradecimiento al Dr. Rafael Apitz-Castro,
investigador emérito del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) y al Profesor
Mahendra K Jain, Department of Chemistry and
Biochemistry, University of Delaware, Newark, por su
permanente apoyo tanto material como intelectual

en el desarrollo de los estudios descritos.
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