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. RESUMEN

El ajo (Allium sativum L.), es ampliamente utilizado por su valor terapéutico en la
medicina tradicional, en donde se atribuyen sus propiedades a la diversidad de
compuestos bioactivos organosulfurados que posee. A pesar de que las plantas se
emplean en la medicina tradicional debido a su riqueza en compuestos bioactivos, en
ocasiones estos pueden generar efectos secundarios graves, superando incluso los
riesgos asociados con la enfermedad. Por ello, la ausencia de un perfil toxicolégico
robusto actual en los compuestos bioactivos de A. sativum subraya la necesidad de
una investigacion mas profunda y especifica para abordar cualquier potencial de riesgo
antes de escalar a su aplicacion clinica. En este contexto, los investigadores han
explorado diversas estrategias para agilizar el proceso de evaluacion toxicologica de
compuestos bioactivos, por ejemplo, usando plataformas bioinforméticas para realizar
predicciones farmacocinéticas y farmacodinamicas como el analisis ADMET
(absorcién, distribucién, metabolismo, excrecién y toxicidad) y la realizacion de
evaluaciones toxicologicas in vitro e in ovo. En el presente proyecto se evaluo el perfil
predictivo ADMET utilizando la plataforma bioinformatica ADMETLab 3.0, ademas se
realizaron evaluaciones biolégicas de hemotoxicidad, embriotoxicidad vy
teratogenicidad de 4 compuestos tipo tioalilo bioactivos de A. sativum: alil mercaptano,
dialil sulfuro, dialil disulfuro y alicina. Los resultados predictivos indicaron que el DADS
presenta una mayor probabilidad de ser toxico debido a sus propiedades
farmacocinéticas, interaccion con CYP450, caracteristicas toxicoldgicas y vias de
sefalizacion. En eritrocitos humanos, el compuesto bioactivo con mayor efecto
hemotdxico (>25%) corresponde al DADS a las concentraciones de 1, 10 y 100 mg/mL.
En embriones G. gallus, la ALN present6 un mayor riesgo de ser embriotoxico (PT 0.01
y CLso 0.47 mg/Kg), mientras que DAS presentd un mayor riesgo de inducir
teratogénesis (PT 2.51 y CEso 18.13 mg/Kg).

Palabras clave: Allium sativum, Compuestos tioalilo, Hemotoxicidad, Embriotoxicidad,
Teratogenicidad, ADMET



.  ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L.) is widely used for its therapeutic value in traditional medicine,
where its properties are attributed to the diversity of bioactive organosulfur compounds
it possesses. Despite plants being used in traditional medicine due to their richness in
bioactive compounds, these can sometimes generate severe side effects, even
surpassing the risks associated with the disease. Therefore, the absence of a robust
current toxicological profile in A. sativum bioactive compounds highlights the need for
deeper and more specific research to address any potential risk before scaling up to
clinical application. In this context, researchers have explored various strategies to
accelerate the toxicological evaluation process of bioactive compounds, such as using
bioinformatics platforms to perform pharmacokinetic and pharmacodynamic
predictions, such as ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion, and
toxicity) analysis, and conducting in vitro and in ovo toxicological evaluations. In this
project, the predictive ADMET profile was evaluated using the ADMETLab 3.0
bioinformatics platform, and biological evaluations of hemotoxicity, embryotoxicity, and
teratogenicity were conducted on 4 thioallyl bioactive compounds from A. sativum: allyl
mercaptan, diallyl sulfide, diallyl disulfide, and allicin. The predictive results indicated
that DADS has a higher probability of being toxic due to its pharmacokinetic properties,
interaction with CYP450, toxicological characteristics, and signaling pathways. In
human erythrocytes, the bioactive compound with the highest hemotoxic effect (>25%)
corresponds to DADS at concentrations of 1, 10, and 100 mg/mL. In G. gallus embryos,
ALN presented a higher risk of being embryotoxic (PT 0.01 and CLso 0.47 mg/Kg), while
DAS presented a higher risk of inducing teratogenesis (PT 2.51 and CEsp 18.13 mg/Kg)

(Keywords: Allium sativum, Thioallyl compounds, Hemotoxicity, Embryotoxicity,
Teratogenicity, ADMET).



l1l. INTRODUCCION

La medicina tradicional, basada en gran parte en el uso de plantas medicinales,
ha sido una fuente ancestral de compuestos bioactivos con propiedades terapéuticas
relevantes (Wangchuk, 2018). Actualmente, del 85-90% de la poblacion mundial
recurre a esta practica, demostrando su persistente relevancia en la atencion de la
salud, a pesar de los avances en la medicina moderna (Wangchuk, 2018). Las razones
subyacentes a esta demanda generalizada pueden atribuirse a varios factores clave,
entre ellos se encuentran: a) la relevancia cultural y social b) la percepcion de su
eficacia en la promocién de la salud y el manejo de enfermedades crénicas, c) la
accesibilidad econémica y geografica de los productos naturales, d) la inaccesibilidad
financiera de los medicamentos modernos, e) la falta de acceso a servicios de salud
debido a la ubicacion remota y la insuficiencia de infraestructura médica y f) el reciente
impulso mediatico en redes sociales hacia el uso de plantas medicinales como
herramienta para promover un estilo de vida saludable y sostenible (Gémez-Alvarez,

2012; Wangchuk, 2018; Ghenai y Mejova, 2018; Alotiby, 2021).

Sin embargo, los reportes internacionales indican que el consumo de plantas
medicinales causa entre el 1-2% de las intoxicaciones registradas en centros de salud,
principalmente por uso inadecuado, afectando especialmente a poblaciones
vulnerables como adultos mayores y nifilos menores de 6 afios, quienes representan
el 85% de las victimas (Sanchez y col., 2019; Peacok y col., 2009). Ademas, estas
intoxicaciones representan el 0.2% de las muertes por intoxicacion aguda, y su
diagnostico se complica por la falta de registros detallados y escasez de datos

toxicoldgicos sobre especies vegetales y compuestos bioactivos (Sanchez y col., 2019;



Peacok y col., 2009). En este contexto, el ajo (A. sativum) es una planta emblematica
en la medicina tradicional Mexicana, ampliamente utilizada en remedios caseros por
Su rica composicion quimica, que incluye compuestos bioactivos organosulfurados,
particularmente tipo tioalilo, como alil mercaptano (AM), dialil sulfuro (DAS), dialil
disulfuro (DADS) y alicina (ALN), que presentan propiedades terapéuticas incluyendo:
accion antibacteriana, antifUngica, antiviral, antiparasitaria, cardioprotectiva,
antihipertensiva, hipoglucemiante, antitrombatica, antiinflamatoria, antioxidante e
inmunomoduladora (Tesfaye, 2021). La incorporacion del ajo en remedios caseros,
como infusiones, tinturas, pomadas, extractos y aceites esenciales, plantea una
notable variabilidad en la cantidad de compuestos bioactivos presentes (Majewski,
2014; Bisen y Emerald, 2016). Aunque se reconoce su valor potencial, aun se requiere
investigacion adicional para comprender completamente los riesgos y efectos toxicos
potenciales asociados con el uso concentrado y aislado de estos compuestos

bioactivos, garantizando asi su seguridad y eficacia (Majewski, 2014).

Ante la creciente relevancia terapéutica de utilizar los compuestos bioactivos
aislados, se realiz6 un estudio multidisciplinario enfocado en cuatro compuestos
bioactivos puros de A. sativum: AM, DAS, DADS y ALN. Estos compuestos presentan
en su estructura quimica el grupo tioalilo (H2C=CH-CH2-S-). El objetivo inicial de este
trabajo consistio en evaluar los perfiles predictivos farmacocinéticos y toxicoldgicos de
estos compuestos mediante andlisis computacionales avanzados. Subsecuentemente,
se llevo a cabo la evaluacion de hemotoxicidad en eritrocitos humanos, seguida del
desarrollo de un modelo bioldgico in ovo destinado a evaluar la embriotoxicidad y

teratogénesis en embriones Gallus gallus.



IV. ANTECEDENTES

4.1. El ajo en la medicina tradicional

Originario de Asia central, el ajo pertenece a la familia Alliceae subfamilia
Allioideae y al género Allium, es una planta aromatica de 70 a 80 cm de longitud, que
se distingue por su tallo fragante segregado en 6 a 12 bulbos llamados dientes de ajo,
los cuales estan unidos por una cascara fina para crear la cabeza del ajo (peso
aproximado de 50g), sus raices pueden crecer hasta una profundidad de 80 cm,
mientras que sus hojas miden de 13 a 15 cm, son morfolégicamente largas, estrechas
y planas, con una punta cilindrica y afilada, las flores son diminutas y de color purpura
blanquecino complementando la morfologia de esta hortaliza (Figura 1) (Juarez-

Segovia y col., 2019; EI-Saadony y col., 2024).

Las propiedades medicinales del ajo han sido reconocidas desde la antigtiedad,
lo que ha llevado a su uso extendido en la medicina tradicional, con registros de su
uso que se remontan a 3500 a.C. en la civilizacion Sumeria (civilizacion
Mesopotamica), donde se empleaba para combatir enfermedades parasitarias y
prevenir brotes epidémicos (Burba, 2003). Su influencia se extendié a regiones tan
diversas como Arabia, Egipto, China y el Mediterrdneo, respaldado por sus
propiedades antihipertensivas, antimicrobianas, antioxidantes e hipolipemiantes

(Burba, 2003; Juarez-Segovia y col., 2019; Ramirez-Concepcion y col., 2016).

Este impacto se atribuye a la abundancia de sus compuestos bioactivos
organosulfurados, presentes en hojas, tallos, flores y en mayor medida, en los bulbos,

gue en combinacién con su versatilidad en preparaciones (aceites esenciales,
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macerados, cataplasmas, extractos e infusiones) ha permitido una amplia gama de
aplicaciones en la medicina tradicional (Amagase y col, 2001; Petropoulos y col.,

2017; Okoro y col., 2023).

En la actualidad, se ha comprobado que ciertos compuestos bioactivos obtenidos
de A. sativum destacan por sus propiedades bioldgicas, por ejemplo: AM, DAS y DADS
los cuales presentan propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas, induciendo la
apoptosis de diversos tipos de cancer, incluyendo el cancer de mama, pulmén, tracto
urinario y colon (Borlinghaus y col., 2014; Wang y col., 2016; Guillamon, 2018).
Ademas, la ALN ha demostrado una potente actividad antimicrobiana contra virus,
parasitos, bacterias y hongos, incluyendo: Staphylococcus aureus, Eschericia coli y
Candida albicans (Borlinghaus y col., 2014; Wang y col., 2016; Guillamon, 2018)

(Figura 2).

4.2. Distribucién y produccion de A. sativum a nivel mundial y en México

La distribucion de A. sativum, abarca extensas areas en todo el mundo,
principalmente en zonas templadas, célidas templadas y boreales del hemisferio norte,
gue presenten un suelo espeso arcilloso, humus y suficiente agua (El-Saadony y col.,
2024). El periodo de crecimiento en el invierno de siembra es de 250 dias y puede
presentarse un retraso de 40 dias (El-Saadony y col., 2024). Después de la cebolla
(Allium cepa L.), el ajo destaca como la segunda hortaliza del género Allium con mayor
importancia econdémica, con una produccién anual a nivel mundial de 30,7 millones de

toneladas (Artemisa y Lajas, 2022).
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Figura 2. Compuestos bioactivos de A. sativum. Estructuras quimicas de cuatro
compuestos bioactivos de A. sativum: alil mercaptano (AM), dialil disulfuro (DADS),
dialil sulfuro (DAS) y alicina (ALN), caracterizados por su estructura organosulfurada y

presencia del grupo tioalilo (Block, 1992; Kamel y Saleh, 2000).



En México, la produccion de ajo se lleva a cabo en 21 entidades, destacando
como principales productores los estados de Zacatecas, Puebla, Baja California y
Sonora, que contribuyen con el 87.1% de la produccion nacional (SIAP, 2019). Este
cultivo ha demostrado ser altamente rentable, evidenciado por el incremento del 4,3%
en la produccion nacional durante el afio 2020, alcanzando un volumen total de 86,500

toneladas, consolidando al pais como el noveno exportador mundial (SIAP, 2019).
4.3. Tipos de ajo

Las variedades de ajo exhiben diferencias en diversos aspectos, tales como la
cantidad de compuestos bioactivos, el color, la forma de las hojas, el nimero de
dientes, asi como en su sabor y aroma (Kamenetsky y col., 2007). Ademas, es posible
agrupar y distinguir ecotipos y variedades en funcion de caracteristicas morfoldgicas,
como la coloracion de la tunica de proteccidn, asi como caracteristicas fisiologicas,
incluyendo la duracion del fotoperiodo, la precocidad y la emision el escapo floral
(condicionadas por la climatologia especifica de la zona de cultivo) (Kamenetsky y col.,
2007; Hirata y col., 2016). Las dos variedades mas comunes en México son: el ajo
blanco (tinica de proteccion blanca, dientes grandes, sabor suave y delicado, aroma
moderado y cultivado principalmente al norte de México) y el morado (tunica de
proteccion morada o rosada, dientes mas pequefios y picantes, sabor intenso, aroma

fuerte y es cultivado principalmente al sur de México) (GOB, 2021).

En Ecuador, el ajo macho es la variedad mas cultivada y consumida en la
medicina tradicional, destacandose por su alto contenido de compuestos

organosulfurados, especialmente la alicina, y caracterizandose por presentar un solo



diente de gran tamafio, con un sabor intenso y picante, un peso promedio de 25-30
gramos y un aroma penetrante y persistente (Nufiez, 2011).

En paises como Uruguay, Argentina, Estados Unidos, Chile, Rusia, Egipto,
Grecia e India, el ajo elefante es la variedad mas comercializada, destacandose por su
sabor suave y caracteristicas fisicas notables: bulbos pesados de hasta 500 g,
recubiertos de membranas protectoras espesas y compuestos por no mas de 6 dientes
de gran tamafio (Lanzavechia, 2009).

En Italia, especificamente en localidades como Sulmona, Castelliri, Nubia y
Proceno, se cultiva la variedad de ajo rojo conocida como “ajo rojo italiano” o “Aglio
Rosso”, destacada por sus caracteristicas: sabor intenso y ligeramente dulce, bulbos
de tamafio mediano a grande, membrabas rojizas brillantes y dientes de color crema

(Biancaolillo y col., 2020; Lasalvia y col., 2022).
4.4. Composicion general del ajo

A. sativum, estd mayormente constituido por agua, representando un 56-68% en
peso, seguido por los carbohidratos como la fructosa que conforman un 26-30% del
peso total (Lawson, 1998). El ajo presenta en 100g de peso fresco una composicion
gue abarca diversos nutrientes esenciales (Maza y col., 2017). En detalle, se destaca
la presencia de 1.20 mg de hierro, 4,30 g de proteinas, 17.8 mg de calcio, 1.20 g de
fibra, 446 mg de potasio, 4.70 mg de yodo, 1.10 mg de zinc, 24.10 mg magnesio, 19
mg de sodio, asi como trazas de vitamina A (0.16 mg), vitamina B1 (0.02 mg), vitamina
B2 (1.02 mg), vitamina B5 (0.32 mg), vitamina B6 (4.8 mg), vitamina B9 (14 mg),
vitamina C (0.01 mg), vitamina E (0.32 mg) y vitamina K (134 mg) (Maza y col., 2017).

Asi mismo, contiene cantidades moderadas de selenio y germanio; sin embargo, las
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proporciones de estos minerales estaran influenciadas por las caracteristicas del suelo

en el que se desarrollan los bulbos (Bender-Bojalil y Barcenas-Pozos, 2013).
4.5. Composicion quimica del ajo

A. sativum, destaca por la compleja variedad de compuestos azufrados
hidrosolubles, que representan del 0.1 al 0.2% del peso total, dentro de los cuales
estdn presentes los derivados de cisteina, como la S-Alil-cisteina, S-alil-
mercaptanocisteina, S-metilcisteina y gamma-glutamil-cisteina (Maza y col., 2017).
Ademas, se identifican compuestos inodoros, solubles en aceites, como el DADS,

DAS, dialil trisulfuro, aliina y ajoeno (Maza y col., 2017).

En el caso de un bulbo de ajo que se conserve intacto y fresco, la aliina (sulfoxido
de S-alil-cisteina) se identifica como el compuesto mayoritario (Maza y col., 2017).
Adicionalmente, se hallan otros compuestos azufrados que son solubles en medio
acuoso, tales como: S-metil-L-cisteina, S-propenil-S-cisteina, S-glutation y AM (Maza

y col., 2017).

Por otro lado, la ruptura de las células del ajo crudo, frecuentemente ocasionada
por acciones mecanicas como el corte, desencadena la formacion del compuesto
oxidante ALN, el cual es responsable del distintivo aroma pungente del ajo (Maza y
col., 2017). No obstante, para que se desencadene la reaccion, es esencial que la
aliina, un componente inodoro y farmacoldgicamente inactivo conocido como el
‘componente madre”, experimente una transformacién mediante la accion de una

enzima del ajo (allinasa), convirtiéndose primero en ALN al entrar en contacto con el
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aire y cuando el pH es >3, se convierte en un precursor de varios compuestos

sulfurados (DAS, DADS y AM) (Mazay col., 2017).

La composicién quimica y el perfil de componentes bioactivos de A. sativum en
preparados utilizados en la medicina tradicional estan condicionados por una variedad
de factores, que van mas alla del método de preparaciéon (El-Saadony y col., 2024).
Entre estos factores se encuentran: el genotipo especifico de la planta, condiciones
climaticas (temperatura, humedad y luz), riego, fertilizacion y almacenamiento, la
variacion en estos factores puede modificar la composicién quimica, afectando la

eficacia y bioseguridad de los preparados (El-Saadony y col., 2024).

4.6. Efectos secundarios, contraindicaciones y toxicidad del ajo

En la actualidad, muchas personas sostienen de manera equivocada la creencia
de que el empleo de plantas para el tratamiento de enfermedades o dolencias es mas
seguro que la ingesta de medicamentos convencionales (Trumble, 2002; Borrelli y col.,
2007). Esta percepcion puede ser un factor importante que contribuye a la creciente y
sostenida popularidad de A. sativum en la medicina tradicional (Trumble, 2002; Borrelli
y col., 2007). Es fundamental comprender que la condicidon de que un producto sea
natural no garantiza la seguridad, ya que su consumo debe realizarse de manera
adecuada (Gaston y col.,, 2020). Esto se debe a que algunas plantas pueden
interactuar con otros farmacos, resultar toxicas a dosis elevadas e incluso provocar
efectos adversos que incluyen todos los niveles de gravedad en 6rganos (Gaston y

col., 2020).
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El uso moderado de A. sativum en la cocina y en la medicina tradicional es
considerado seguro (1 a 2 bulbillos frescos por persona, 4 gramos); sin embargo, el
uso regular y excesivo puede generar efectos adversos, entre los que se destaca: el
mal aliento, fuerte olor corporal, irritacion gastrointestinal, nauseas, vomitos, acidez
estomacal, diarreas, flatulencias, hemorragias, quemaduras por contacto, dolor de
cabeza y sintomas propios de alergia (irritacion e hinchazon de la piel) (Borrelli y col.,
2007; El-Saadony y col., 2024). La presencia y severidad de estos sintomas dependera
de la cantidad ingerida, periodo de ingesta, método de consumo y condiciones

individuales de salud (Borrelli y col., 2007).

Es recomendable que el consumo de A. sativum se realice con precaucion,
particularmente en cuadros de gastritis o Ulceras (Borrelli y col., 2007). Ademas, es
importante enfatizar que esta planta puede afectar la funcion hepatica, aumentando la
toxicidad en el higado (Borrelli y col., 2007). Su accion anticoagulante también debe
considerarse, ya que podria incrementar el riesgo de hemorragias en personas con
trastornos de coagulacion sanguinea (Majewski, 2014). En individuos con presion
arterial baja, el consumo de A. sativum podria agravar ain mas la hipotension arterial
(Borrelli y col., 2007). Asi mismo, en casos de enfermedad de péndigo, se debe evitar
el consumo de A. sativum, ya que puede empeorar los sintomas, generando ampollas
y llagas en la piel y en mucosas (Borrelli y col., 2007). Por dltimo, si se esta bajo
tratamiento médico, es relevante destacar que A. sativum puede interactuar con
diversos medicamentos como: acetaminofén, pildoras anticonceptivas, ciclosporina,
teofilina, warfarina y antiinflamatorios no esteroideos (aspirina, naproxeno e

ibuprofeno) (Borrelli y col., 2007).
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Aunque se han identificado posibles efectos secundarios, contraindicaciones y
toxicidad asociados con el consumo de preparados de A. sativum, todavia existe una
brecha en el conocimiento cientifico respecto a como cada compuesto bioactivo actia
de manera independiente en el organismo humano (Borrelli y col., 2007; EI-Saadony y
col., 2024). Esta falta de comprension limita como optimizar la eficacia y seguridad de
estos productos (Borrelli y col., 2007; El-Saadony y col., 2024). Asi, se requiere
profundizar la evaluacion toxicolégica que permita desarrollar un perfil de bioseguridad
de los compuestos bioactivos presentes en A. sativum (Venkatesan y Ramanathan,

2017).
4.7. Estudios de toxicidad

La evaluacion toxicologica es crucial para determinar la seguridad de un
compuesto bioactivo, especialmente antes de su uso en aplicaciones terapéuticas, a
fin de optimizar la relacién riesgo-beneficio en humanos (Venkatesan y Ramanathan,
2017). Existen diversos tipos de evaluaciones toxicolégicas con enfoques diferentes
(Figura 3), como la toxicidad aguda intrinseca del compuesto y la toxicidad que afecta
sistemas y organos, incluyendo carcinogénesis, genotoxicidad y teratogénesis

(Ouedraogo y col., 2012).

En estudios toxicoldgicos in vivo, el modelo animal es crucial para evaluar la
seguridad de compuestos bioactivos, siguiendo principios bioéticos estrictos y la guia
de Buenas Practicas de Laboratorio no clinico (BPL), y adaptando el disefio

experimental a las caracteristicas especificas del compuesto (Gadmez y Mas, 2007).
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Figura 3. Estudios de toxicidad. La evaluacion del perfil toxicolégico de un
compuesto bioactivo implica determinar su potencial de riesgo y estimar el riesgo para
la salud humana. Para ello, es fundamental considerar dos factores clave: la dosis y la
duracion de exposicién. Los estudios de toxicidad se clasifican en diferentes
categorias, como se muestra en el diagrama adjunto y que incluyen: evaluacion de
dosis Unica, evaluacion de dosis repetida, evaluacién del estudio subagudo, sub
cronico y cronico. Estos estudios permiten determinar la dosis letal 50% (DLso) y la
concentracion letal 50% (CLsg), parAmetros esenciales para establecer limites de
seguridad y evaluar el riesgo potencial para la salud humana (Heimann y Doughty,

2014).
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4.7.1. Evaluacion de dosis Unica

La prueba de toxicidad aguda evalla la seguridad de un compuesto mediante la
administracion de dosis elevadas a un modelo animal (generalmente ratas) en una sola
dosis o durante 24 horas (Sass, 2000; Gadmez y Mas, 2007; Bhardwaj y Gupta, 2012).
Este estudio determina la dosis minima segura y letal, proporcionando informacion
sobre la toxicidad intrinseca, el riesgo asociado a la exposicion aguda y la curva dosis-

efecto (Sass, 2000; Bhardwaj y Gupta, 2012).
4.7.2. Evaluacion de dosis repetidas

El ensayo requiere definir la duraciéon minima del tratamiento segin su uso en
humanos, variando de meses a afos, siendo dos afios suficiente para estudios
cronicos y de carcinogenicidad en modelos murinos (Ballantyne, 2009). Este tipo de
evaluacion proporciona informacion fundamental sobre la respuesta del organismo
ante el compuesto, efectos adversos no observables y permite examinar 6rganos,
tejidos y fluidos del modelo animal para detectar efectos toxicos (Silbergeld y

Watanabe, 1998; Ballantyne, 2009).

La toxicidad se clasifica en aguda o cronica segun el efecto de la exposicion al
compuesto bioactivo, los efectos agudos se manifiestan rapidamente después de una
0 pocas exposiciones, mientras que los efectos crénicos ocurren tras exposiciones
repetidas y se dividen en efectos cancerigenos y no cancerigenos (Denny y Stewart,

2017).
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4.7.3. Evaluacion del estudio subagudo

El estudio subagudo de 2-4 semanas identifica alteraciones clinicas, variaciones
en peso corporal y consumo de alimentos, y evalla patologia clinica, hematologia,
histopatologia y toxicidad en organos diana, ademas de analizar el periodo de

recuperacion para detectar dafios adversos reversibles (Denny y Stewart., 2017).

4.7.4. Evaluacion del estudio subcronico

El estudio subcrénico tiene una duracion de 13 semanas Yy proporciona
informacion sobre la toxicologia y toxicocinética de la molécula en el modelo animal
mediante periodos de dosis prolongados (Denny y Stewart, 2017). Los datos obtenidos
se utilizan posteriormente para establecer los niveles de dosis en los estudios cronicos
y respaldar la aplicacion de dosis en humanos durante la etapa clinica (Denny y
Stewart, 2017). En este tipo de estudio, se utilizan 20-25 animales pequefios por sexo
y grupo, con animales adicionales para evaluar reversibilidad de efectos adversos

(Denny y Stewart., 2017).

4.7.5. Evaluacion del estudio crénico

Los estudios cronicos (6-12 meses) evaluan paradmetros toxicolégicos en 20-25
animales, analizando efectos a largo plazo, ademas es apropiada para analizar un
compuesto potencialmente capaz de tratar una enfermedad crénica o mortal, asi como
examinar su efecto en una diana molecular de la cual se dispongan de datos limitados

en humanos (Denny y Stewart, 2017).
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4 .8. Estudios alternativos de toxicidad

Los avances cientificos y éticos han impulsado el desarrollo de estudios
alternativos en la evaluacion toxicologica (Figura 4), cuyo objetivo principal es
minimizar el uso de animales en ensayos, mitigando su estrés y sufrimiento, al mismo
tiempo que optimizan la eficiencia, reducen los tiempos de experimentacion y los
costos asociados (Worth y col.,, 2014). Estos métodos incluyen pruebas in vitro,

predicciones in silico y métodos animales no estandar (Worth y col., 2014).

4.8.1. Evaluacion de hemotoxicidad

Los eritrocitos, células mayoritarias en la circulacion sanguinea, transportan
oxigeno gracias a su estructura Unica, caracterizada por una membrana compuesta
por un 19.5% de agua, 39.5% de proteinas, 35.1% de lipidos y 5.8% de carbohidratos,
gue actia como componente estructural clave debido a la ausencia de nucleo y
organulos (Pagano y Faggio, 2015). Esta membrana es una bicapa lipidica,
estabilizada por enlaces hidrofdbicos y covalentes, cuenta con un esqueleto
multiproteico formado por proteinas como espectrina ay 3, anquirina y actina (Pagano
y Faggio, 2015). La flexibilidad y elasticidad de los eritrocitos, resultado de la
interaccion entre su estructura membranosa y el citoesqueleto, permiten fluctuaciones
nanomeétricas y deformabilidad reversible (sin fragmentacion celular) que facilitan su

paso a través de la microcirculacion capilar (Pagano y Faggio, 2015).

La hemoglobina, proteina fundamental de los eritrocitos, facilita el transporte de
oxigeno y dioxido de carbono entre tejidos, mientras que su membrana, cuya

estructura y funcién reflejan el estado fisioldgico de la célula y posibles alteraciones,
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Figura 4. Estudios alternativos de toxicidad: evaluaciéon in vitro, in ovo e in silico. Aqui se incluyen métodos

innovadores para evaluar la toxicidad de compuestos bioactivos minimizan el uso de animales. Estos incluyen evaluacion
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in vitro con eritrocitos humanos/mamiferos para analizar hemotoxicidad y efectos a diferentes concentraciones; evaluacion
in ovo con embriones de G. gallus para estudiar embriotoxicidad y efectos toxicos durante el desarrollo; y evaluacion in
silico mediante plataformas bioinformaticas para analisis molecular, dinamica molecular y prediccion de propiedades

farmacocinéticas y ADMET, sirviendo como herramientas de cribado para identificar posibles toxicidades (Atanasov., 2015;

Pagano y Faggio, 2015; Jessl y col., 2018).
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mantiene su forma discoide mediante la interaccién entre el citoesqueleto y la
viscosidad citoplasmatica regulada por la concentracion intracelular de hemoglobina

(Pagano y Faggio, 2015).

La resistencia de las membranas de los eritrocitos se ha propuesto como método
de evaluacion de toxicidad en diversos estudios, particularmente la induccién de
hemolisis, basandose en la medicion del eflujo de hemoglobina de eritrocitos
suspendidos en solucion (Pagano y Faggio, 2015; Seebg y col., 2023). Este ensayo
implica disminuir gradualmente la concentracion de la soluciéon y medir la fraccién de
células que sufre lisis osmatica, liberando hemoglobina contenida en los eritrocitos
(cuantificable con espectrofotometro a 540 nm) (Pagano y Faggio, 2015). La
concentracion de esta proteina en el sobrenadante es directamente proporcional al
namero de células lisadas, lo que hace esencial el analisis de la concentracion-

respuesta o concentracién-efecto en este tipo de estudios (Pagano y Faggio, 2015).

El andlisis de hemotoxicidad in vitro mediante espectrofotometria es una
herramienta efectiva para evaluar el efecto de compuestos bioactivos en eritrocitos
humanos, ofreciendo un método de cribado de toxicidad rapido, reproducible y
economico (Pagano y Faggio, 2015; Seaebg y col., 2023). Sus ventajas incluyen la
evaluacion simultanea de multiples compuestos, reduciendo significativamente la
necesidad de pruebas en animales y contribuyendo al logro de las "3R" (reducir, refinar
y reemplazar) en la investigacion, impulsando la innovacién ética y responsable

(Pagano y Faggio, 2015).
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4.8.2. Evaluacion de embriotoxicidad

El objetivo principal de la evaluacion embriotdxica consiste en la identificacion de
posibles efectos adversos o téxicos que puedan surgir a raiz de la exposicion de
embriones a un compuesto especifico (Ghimire y col., 2022). Durante estos estudios,
se administran distintas dosis del compuesto bioactivo a hembras prefiadas en
momentos especificos del desarrollo embrionario (Ghimire y col., 2022). Asimismo, se
llevan a cabo observaciones minuciosas con el fin de detectar posibles alteraciones
morfolégicas, desarrollo anormal de 6rganos o tejidos, asi como cualquier indicio o

efecto negativo en los embriones (Ghimire y col., 2022).

En la evaluacion embriotoxica, se emplean animales de laboratorio como ratones,
ratas y conejos pese a las limitaciones reconocidas en dicho enfoque, como la rapida
absorcién de sustancias quimicas, las notables variaciones entre especies y los
elevados costos asociados al uso de un gran numero de animales (Ghimire y col.,
2022). No obstante, la Guia de la Sociedad de Toxicologia (SOT, Society of
Toxicology) se enfoca en minimizar la incomodidad y la angustia experimentadas por
los animales de laboratorio, buscando alternativas que reduzcan la cantidad de
animales utilizados, sustituyendo a estos por modelos in vitro e in ovo y cumpliendo

con las politicas de bienestar animal (Ghimire y col., 2022).

En este contexto, el embrién de G. gallus se ha utilizado ampliamente como un
modelo alternativo adecuado para el estudio del desarrollo embrionario y la evaluacion
de posibles efectos teratogénicos de compuestos bioactivos, demostrando ser una

alternativa vélida a los bioensayos en mamiferos (Jessl y col., 2018). Los huevos G.
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gallus ofrecen ventajas significativas en los ensayos de medicamentos potenciales, ya
gue estan disponibles durante todo el afio y permiten la inyeccién directa de sustancias
en la yema, lo que facilita dosificaciones especificas y estandarizadas (Jessl y col.,

2018).

Ademas, el huevo G. gallus se caracteriza por ser un sistema cerrado que carece
del intercambio con su entorno, a excepcion del intercambio de gases, por lo tanto, al
realizar la inyeccidn de un compuesto de prueba, se obtiene una exposicidon quimica
cronica, dado que no hay posibilidad de intercambio ni pérdida de la sustancia, como
resultado, una sola inyeccidn puede tener suficiente influencia en el desarrollo

embrionario (Jessl y col., 2018).

Durante el periodo de incubacion aviar de 21 dias, se establecen patrones
morfolégicos y funcionales béasicos del organismo, abarcando aspectos fisicos,
inmunologicos, fisiolégicos y locomotores, conforme a las etapas descritas por

Hamburger y Hamilton (1951), lo que determina la calidad del producto de gestacion.

La exposicion a compuestos bioactivos en el modelo in ovo puede inducir una
amplia gama de efectos toxicoldgicos, incluyendo alteraciones embrionarias como
dismorfologias, retrasos en el crecimiento y en el desarrollo del sistema nervioso
central, problemas motores y cognitivos, anomalias craneales, deformidades en el pico
y tarsos, lesiones esqueléticas y viscerales, malformaciones oculares vy
gastrointestinales, como hernias umbilicales o gastrosquisis, asi como inflamacion y
necrosis en diversas estructuras, lo que sugiere un impacto significativo en el

desarrollo embrionario (Igarashiy col., 1981; Bellairs y Osmond, 2014; Kiecker, 2016).

23



4.8.3. Evaluacion in silico

La incorporacion de la medicina tradicional en la atencion de la salud publica
puede mejorar la accesibilidad, la asequibilidad y la aceptabilidad cultural de los
servicios de atencion médica (Unnikrishnan, 2010). Sin embargo, es crucial garantizar
la seguridad y eficacia de los compuestos bioactivos presentes en los productos
herbales (Atanasov y col., 2015). Para acelerar el proceso de evaluacion toxicolégica,
los modelos predictivos in silico emergen como una alternativa prometedora (Atanasov
y col., 2015). Los enfoques computacionales y de inteligencia artificial permiten realizar
simulaciones que proporcionan evaluaciones detalladas de las propiedades
farmacocinéticas y quimicas de los compuestos bioactivos (Atanasov., 2015; Zulkifli y

col., 2023).

La aplicacion de plataformas bioinformaticas en toxicologia permite evaluar la
seguridad potencial de compuestos bioactivos aislados garantizando su calidad y
seguridad antes de llevar a cabo ensayos clinicos en humanos, ajustandose a las
normativas establecidas por las principales agencias regulatorias de medicamentos y
sustancias quimicas en cada pais (Alfonso y col., 2009; Gozalbes y col., 2014;
Speranza y Tamosiunas., 2016). Asi, por ejemplo, en Estados Unidos esta la FDA
(Food and Drug Administration), en Japdén se encuentra la MHLW (Ministry of Health,
Labour and Welfare) y en la Unién Europea existe la REACH (The Regulation on the
Registration, Evaluation, Authorisation and restriction of CHemicals) (Alfonso y col.,

2009; Gozalbes y col., 2014; Speranza y Tamosiunas., 2016).
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Las evaluaciones in silico, permiten el estudio masivo y riguroso de los procesos
de ADMET (Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion y Toxicidad), generando
predicciones confiables sobre posibles eventos moleculares toxicos (Vedani y
Smiesko, 2009; Cheng y col., 2013). Esto permite un cribado eficiente y selectivo de
compuestos bioactivos, identificando aquellos con perfil de seguridad y eficacia
Optimos para su posterior evaluacion experimental en modelos celulares y animales
(Vedani y Smiesko, 2009; Cheng y col., 2013). La implementacion de estas estrategias
optimiza el proceso de evaluacion toxicoldgica preclinica de compuestos bioactivos,
logrando la reduccion sustancial en el tiempo y los costos de investigacion (Vedani y

Smiesko, 2009; Cheng y col., 2013).

4.8.3.1 Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular (molecular docking) en el disefio de farmacos
involucra la interaccion de moléculas para predecir conformaciones estables y
considerar propiedades de uniéon (Dar y Mir, 2017). Se utiliza para evaluar y buscar
candidatos a farmacos potentes y selectivos, especialmente en la activacién o
inhibicién de proteinas asociadas a enfermedades (Dar y Mir, 2017). Se compone de
dos elementos esenciales: la prediccion de la conformacion, posicion y orientacion del
ligando en el sitio de unién del receptor, y la evaluacion de la afinidad de unién
expresada en energia de union (EU) en unidades de la energia libre de Gibbs
(kcal/mol) (Prieto-Martinez y col., 2019). Bajo este contexto, se ha establido un umbral
aceptable de al menos -6 kcal/mol para seleccionar ligandos con mayor potencial

terapéutico en moléculas de bajo peso molecular (Dar y Mir., 2017).
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4.8.3.2 Dinamica molecular

La dinamica molecular, una herramienta fundamental en el analisis de
biomoléculas, utiliza simulaciones para explorar procesos dindmicos complejos en
sistemas biolégicos, como estabilidad proteica, cambios conformacionales y
reconocimiento molecular (Aguirre, 2009). Su relevancia se encuentra en el desarrollo
de farmacos y la determinacion estructural que esta apoyada por técnicas de

espectroscopia de Rayos X y RMN (Resonancia Magnética Nuclear) (Aguirre, 2009).

De forma general, en los analisis de dinamica molecular se modela el movimiento
vibratorio de las biomoléculas aisladas o durante su interaccién con ligandos u otras
moléculas complejas (Aguirre, 2009). Se sustenta en la aplicacién de la segunda ley
del movimiento de Newton, F=ma, donde “F” representa la fuerza que actia sobre la
particula, “m” es su masa y “a” corresponde a su aceleracién, para calcular la
aceleracion de las particulas a partir de las fuerzas ejercidas sobre ellas, permitiendo

obtener una trayectoria que describe las propiedades del sistema a lo largo del tiempo

(Aguirre, 2009).

4.8.3.3 Analisis predictivos farmacocinéticos y ADMET

Las caracteristicas farmacocinéticas desempefian un papel crucial en la
evaluacion toxicologica de un compuesto bioactivo (Fernandez y col., 2022). Esto
incluye aspectos como la localizacion de su biotransformacion, la velocidad y duracion
de su metabolismo, asi como el nimero de vias metabolicas activas (Fernandez y col.,
2022). En este contexto, el uso creciente de herramientas computacionales de analisis

predictivo ADMET, tales como ADMETLab 3.0, PASS ONLINE, SwissADME, ProTox-
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II, pkCSM, FAF-Drugs y admetSAR, ha adquirido gran popularidad en la evaluacion de
compuestos bioactivos (Dong y col., 2018; Abdul-Hammed y col., 2022). Estas
herramientas ofrecen la capacidad de identificar y descartar compuestos bioactivos
con subestructuras problematicas y potencialmente toxicas, asi como brindar una
retroalimentacion oportuna basada en informacion ADMET para la optimizacion de

compuestos bioactivos (Lagorce y col., 2008; Kumar y col., 2018).

Por ejemplo, uno de los determinantes influyentes en la variabilidad de la
farmacocinética es la actividad catalitica de las enzimas metabolizadoras del sistema
citocromo P450 (CYP450) (Crivori y Poggesi, 2006). La inhibicién o induccién de estas
enzimas puede dar lugar a interacciones farmacolégicas clinicamente importantes
(disminucion de la concentracién plasmatica, reduccién de los efectos terapéuticos,
bioacumulacién y toxicidad) (Crivori y Poggesi, 2006). Por lo tanto, la estabilidad
metabdlica del compuesto es un requisito previo importante a fin de mantener

concentraciones terapéuticamente relevantes (Crivori y Poggesi, 2006).

En la actualidad, el aumento en el conocimiento de la estructura, actividad y
regulacion de CYP450, asi como la generacion continua de nuevos datos, ha
impulsado la optimizacion de las plataformas bioinformaticas para predecir los puntos
finales metabdlicos de compuestos novedosos, utilizando enfoques basados en
mecanica cuantica (QM), relaciones cuantitativas de estructura-actividad/propiedad
(QSAR o0 QSPR), QSAR tridimencional (3D-QSAR) y generacion de farmacoforos

(Crivori y Poggesi., 2006).
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En este contexto, la evaluacién in silico es el punto de partida para una evaluacion
integral de la toxicidad de compuestos bioactivos, ya que permite predecir su
interaccidn con moléculas biolégicas, asi como posibles efectos tdéxicos asociados a
su estructura quimica y propiedades fisicoquimicas (Atanasov., 2015; Zulkifli y col.,
2023). Al combinar esta estrategia con evaluaciones in vitro y modelos animales
alternativos, se logra una evaluacion detallada y efectiva de la toxicidad, identificando
compuestos bioactivos potencialmente peligrosos para la salud y definiendo un perfil
de bioseguridad confiable para los productos herbales (Piersmay col., 2013; Roberts

y col., 2019).
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V. JUSTIFICACION

La medicina tradicional ha utilizado durante siglos el A. sativum, cominmente
conocido como ajo, para tratar diversas afecciones. Esta practica es reflejo de la gran
dependencia global en plantas medicinales, que es utilizada entre el 85 al 90% de la
poblaciéon mundial. Sin embargo, los reportes revelan que el consumo de plantas
medicinales puede tener consecuencias adversas, causando entre el 1-2% de las
intoxicaciones registradas en los centros de salud. Estas intoxicaciones se deben
principalmente a un uso inadecuado, como ingesta oral excesiva o0 aplicacion
incorrecta de remedios caseros, afectando especialmente a poblaciones vulnerables,
como adultos mayores y nifios menores de 6 afos, quienes representan el 85% de las
victimas. A pesar de la importancia terapéutica de A. sativum, la falta de
homogeneidad en la preparacién de remedios herbales plantea preocupaciones sobre
su seguridad y eficacia. Los compuestos bioactivos presentes en A. sativum, como
AM, DAS, DADS y ALN, han demostrado tener actividades biolégicas de relevancia
nutracéutica y beneficiosa para la salud. Sin embargo, la toxicidad y bioseguridad de
estos compuestos bioactivos aislados aun no han sido completamente evaluadas. La
falta de informacién sobre su potencial impacto en la salud humana justifica la
necesidad de investigar su toxicidad. En este contexto, la presente investigacion tiene
como objetivo determinar la toxicidad de estos 4 compuestos bioactivos de A. sativum,

mediante evaluaciones in silico, in vitro e in ovo.
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VI. HIPOTESIS

Los compuestos bioactivos de A. sativum AM, DAS, DADS y ALN presentaran un
perfil predictivo de bioseguridad aceptable, con un rango de 0-29%, sugiriendo la
ausencia de efectos téxicos, asi como porcentajes seguros de hemotoxicidad (0-25%)
en células eritrocitarias humanas, asi como de embriotoxicidad y teratogenicidad en

embriones G. gallus (0 al 10%).
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VII.OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Evaluar los 4 compuestos bioactivos de A. sativum: alil mercaptano, dialil sulfuro,
dialil disulfuro y alicina, mediante el analisis predictivo farmacocinético y toxicolégico
utilizando plataformas bioinforméticas, evaluacion hemotdxica in vitro en células
eritrocitarias humanas y evaluacién in ovo embriotoxica-teratogénica en embriones G.

gallus.

7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Realizar un andlisis predictivo consenso del perfii ADMET de 4 compuestos

bioactivos de A. sativum: AM, DAS, DADS y ALN.

7.2.2. Determinar el efecto hemotdxico en eritrocitos humanos de 4 compuestos

bioactivos de A. sativum: AM, DAS, DADS y ALN.

7.2.3. Determinar el efecto embriotéxico sobre el desarrollo de embriones G. gallus de

4 compuestos bioactivos de A. sativum: AM, DAS, DADS y ALN.

7.2.4. Determinar el efecto teratogénico sobre el desarrollo de embriones G. gallus de

4 compuestos bioactivos de A. sativum: AM, DAS, DADS y ALN.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1. Lugar de trabajo

Este proyecto se realizd en el “Laboratorio de Neurofarmacologia y Dolor” del
Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud (CIDOCS) de la
Universidad Autbnoma de Sinaloa, con domicilio en Eustaquio Buelna 91, Gabriel
Leyva 80030, Culiacan Rosales, Sinaloa y en el “Laboratorio de Investigacion en
Farmacia, Farmacobiologia y Toxicobiologia” de la Facultad de Ciencias Quimico-
Biologicas de la Universidad Autbnoma de Sinaloa con domicilio en Calzada de las
Américas Norte 2771, Burocrata 80030, Ciudad Universitaria, Culiacan Rosales,

Sinaloa.
8.2. Materiales

Para la realizacion del presente proyecto fue necesario contar con recursos
informaticos como: acceso a internet, una computadora personal (Intel Core i7-
7700HQ CPU 2.81 Ghz, 32 GB RAM, NVIDIA GeForce GTX 1070, 256 GB SSD/1 TB
HDD); también se requiri6 material de uso clinico en extraccibn de muestras
sanguineas como: VacutainerMR, portavacutainer, guantes quirirgicos, cubrebocas,
torniquete para extraccién de sangre, torundas con alcohol, tubos para microcentrifuga
de 1.5 mL, tubo de polipropileno transparente de 4 mL con EDTA, micropipeta de 100
y 1000 pL (WESTTUNE), microplaca de 96 pozos (PROLAB), lector de microplacas
(modelo EliRead, KontroLab), centrifuga clinica (modelo TC-Spinplus, TopScience),
microcentrifuga (modelo GUSTO, Heathrow Scientific), cronémetro, incubadora de

conveccion natural (modelo IC403CR IC, Yamato Scientific), agua tridestilada, Cloruro
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de Sodio (Productos Quimicos Monterrey), potenciéometro (modelo HQ11D, HACH) e

incubadora marca Huacuja, modelo 90H, desinfectante Virkon S.

Los 4 compuestos bioactivos de A. sativum: AM, DAS, DADS y ALN, asi como el
control estructural no sulfuroso (dialil éter, DAE), fueron proporcionados por el Dr. Radl
Arglello Garcia, adscrito en el laboratorio 5 del Departamento de Genética y Biologia
Molecular del Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional. Los compuestos AM, DAE, DAS y DADS fueron obtenidos comercialmente
(Sigma-AldrichMR) mientras que la ALN fue obtenida por sintesis quimica mediante la

oxidacion del DADS empleado como precursor (Arguello-Garcia y col., 2010).

8.3. Disefio experimental

Para cumplir con los objetivos planteados en el presente proyecto, el trabajo fue
dividido en tres etapas. En la primera etapa (Figura 5), se evalu6 a los 4 compuestos
bioactivos de A. sativum: AM, DAS, DADS y ALN, asi como a su control estructural no
sulfuroso: DAE, mediante las plataformas bioinformaticas ADMETLab 3.0,
SwissADME y PASS ONLINE, para conocer su perfil farmacocinético,
farmacodinamico y toxicoldgico. Posteriormente en la segunda etapa (Figura 6), se
realizaron evaluaciones de hemotoxicidad sobre eritrocitos humanos de los 4
compuestos bioactivos de A. sativum y el control estructural no sulfuroso, con el
propoésito de determinar si presentan efectos hemotoxicos a las concentraciones de
0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 10 y 100 mg/mL. Por ultimo, en la tercera etapa (Figura 7), se
llevé a cabo la evaluacion de los 4 compuestos bioactivos de A. sativum y su control
estructural no sulfuroso, mediante la metodologia de embriotoxicidad y teratogenicidad

en embriones G. gallus, con el objetivo de determinar si estos compuestos presentan
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posibles efectos toxicoldgicos a las concentraciones de 0.1, 1 y 10 mg/mL, para ello
se realizaron observaciones detalladas para evaluar el crecimiento embrionario, la
formacion de estructuras clave y viabilidad, ademas se analizaron los posibles efectos

adversos, como malformaciones o anomalias anatdmico-estructurales.

8.4 Anélisis predictivo ADMET mediante plataformas bioinformaticas

Los datos que se obtuvieron durante el analisis in silico, fueron reportados
mediante tablas que incluyen los diferentes parametros, su valor y su correspondiente
probabilidad de prediccion, en determinados casos una clasificacion de colores
(etiqueta semaforo), donde: e verde representa una probabilidad baja (0-29%),
amarillo moderado (30-69%) y e rojo alto (70-100%) (Tian y col., 2022; Quintanar y

col., 2024).
8.4.1 Plataforma ADMETLab 3.0

La determinacién de los parametros farmacocinéticos, quimica medicinal, vias de
sefializacion y perfil toxicolégico de los 4 compuestos bioactivos de A. sativum se
realizd utilizando la plataforma ADMETLab 3.0 (acceso: septiembre, 2024;

https://admetlab3.scbdd.com/server/evaluation) (Fu y col., 2024). Los modelos de

evaluacion ADMET (absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad) in
silico se emplearon como una herramienta adicional para asistir en la determinacion
del perfil de bioseguridad de compuestos bioactivos (Fu y col., 2024). En ADMETLab
3.0, se realizo la evaluacion a nivel de molécula aislada, o que permitié calcular 119
criterios relacionados con ADMET, incluyendo 21 normas fisicoquimicas, 20 de

guimica médica, 9 de absorcion,
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Evaluacién in sifico de 4 compuestos
biactivos de A. sativum

Perfil predictivo de
bicaseguridad

Efectos adversos
y toxicidad

Consenso

Carcinogénesis

Genotoxicidad

Embriotoxicidad
Hemotoxicidad

Teratogénesis

Quimica
medicinal

ADMETLab

Farmacocinética

Absorcion
gastrointestinal

Unidn a proteinas
plasmaéticas

Permeacidn
barrera
hematoencefalica

Tiempo de vida
medio

Interaccion con
CYP450

Sustrato GP-P

Depuracion renal

Quimica
medicinal

Perfil toxicolégico

B Hepatnxiddad
Toxicidad Carcinogénesis
respiratoria no genotéxica

- Carcinogénesis
Toxicidad aguda
Toxicidad AMES

Vias de
sefializacion

Elementos de
respuesta
antioxidante

Factor de choque
térmico

Receptor gamma

Figura 5. Primera etapa: disefio experimental propuesto en la evaluacion in silico de 4 compuestos bioactivos de

A. sativum. Se obtuvieron los resultados predictivos de bioseguridad (propiedades farmacocinéticas y toxicologicas) de 4



compuestos bioactivos de A. sativum: alil mercaptano (AM), dialil sulfuro (DAS), dialil disulfuro (DADS) y alicina (ALN),
utiizando las plataformas bioinformaticas PASS Online, SwissADME y ADMETLab3.0 para generar valores

correspondientes a los parametros indicados en cada caso.
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Evaluacion in vifrode 4
compuestos biactivos de
Allium sativum

Evaluacion de actividad
hemotéxica

Exposicidn de eritrocitos
humanos al tratamiento

Compuesto bioactivo de A.
sativum (0.1, 0.25, 0.5, 0.75,
1,10 y 100 mg/mL)

Control estructural
Dialil éter

Determinacion de la
actividad hemotoéxica

Porcentaje de hemotoxicidad

Figura 6. Segunda etapa: disefio experimental propuesto para la evaluacion in vitro de 4 compuestos bioactivos de

A. sativum. Se determind la actividad hemotdxica presente en los eritrocitos humanos al ser expuestos a diversas
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concentraciones (0.01, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 10 y 100 mg/mL) de los compuestos bioactivos de A. sativum: alil mercaptano
(AM), dialil sulfuro (DAS), dialil disulfuro (DADS) y alicina (ALN). Como control estructural se utiliz6 el compuesto no
sulfuroso dialil éter (DE) y como control positivo H20. Las muestras fueron centrifugadas (2000 rpm por 10 min) e incubadas
durante 1 hora, posteriormente se tomaron alicuotas y se determind su absorbancia a 550 nm. Finalmente se calcul6
el %hemotoxicidad = 100 x valor de absorbancia del compuesto bioactivo / el valor de absorbancia del control positivo

(Cruz-Silva y col., 2000).
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Evaluacion in ovo de 4
compuestos biactivos de Allium
sativum

Evaluacidn toxicolégica

Ensayo de embriotoxicidad y
teratogénesis

Exposicion de embriones Gallus
gallus al tratamiento

Control positivo : :
; Compuesto bioactivo
{Atorvastatina 80 mg/ Control estructural de A. sativum (0.1, 1 y

mL; Vancoemicina 50 Dialil éter
mg/mL) 10 mg/mL}

Control salino

Tasa de natalidad Tasa de mortalidad Criterios sistematicos

Tasa de

embriotoxicidad Indice teratogénico

Potencial teratogénico

Categorizacién FDA

Figura 7. Tercera etapa: disefio experimental para la evaluacion toxicoldgica de
4 compuestos bioactivos de A. sativum. Ensayo de embriotoxicidad in ovo. Se
utilizaron 99 huevos previamente incubados a una temperatura de 37 °C con una
humedad relativa de 65%. Los huevos que presentaron desarrollo embrionario se
seleccionaron, etiquetaron y distribuyeron aleatoriamente en 9 grupos (n=11) de la
forma siguiente: control (salino), control positivo para embriotoxicidad (atorvastatina 80

mg/mL) y teratogénesis (vancomicina 50 mg/mL), 3 grupos del control estructural no
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sulfuroso dialil éter (0.1, 1 y 10 mg/mL) y 3 grupos con cada uno de los compuestos
bioactivo de A. sativum en las diferentes concentraciones a evaluar (0.1, 1 y 10
mg/mL). Se registraron tasas de natalidad, mortalidad y criterios sistematicos, a partir
del cual se determindé CLso para embriotoxicidad y CEso para teratogénesis, se
establecio el potencial teratogénico y se clasificO segun criterios de FDA (Unfried,

2007; Luja-Mondragén y col. 2019).
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14 de metabolismo, 2 de excrecion, 36 de toxicidad y 8 de toxicéforos (400,000
entradas generadas) (Fu y col., 2024). ADMETLab 3.0 implementa 77 modelos de
prediccion, incluidos 59 modelos de clasificacion y 18 modelos de regresion, ademas
cuenta con sélidos modelos DMPNN-Des y DMPNN con una R? superior al modelo

anteriormente utilizado (MGA) (Fu y col., 2024).
8.4.2 Plataforma WayDrug- Pass Online

El perfil toxicolégico para los parametros: anemia, genotoxicidad, embriotoxicidad
y teratogénesis, se obtuvo mediante la plataforma PASS ONLINE (Prediction of Activity
Spectra for Substances; acceso: septiembre, 2024), el cual tiene la capacidad de
predecir mas de 4000 tipos de actividad biologica, abarcando efectos farmacoldgicos,
mecanismos de accidn, efectos toxicos y adversos (Parasuraman, 2011). Este
programa funciona segun el principio de que la actividad biolégica o toxicidad de un
compuesto equivale a su estructura (Parasuraman, 2011). El predictivo PASS, se
construye utilizando 20,000 compuestos principales de la base de datos MDDR, el
algoritmo de estimacion del espectro de actividad se basa en el enfoque bayesiano y
los resultados son presentados como Pa:Pi (relacién principio activo: principio
inactivo), en el umbral de predicciéon de Pa >30%, Pa> 50% y Pa >70%; la precision
de la prediccion de PASS es del 95% segun la estimacién de la validacién cruzada de
una sola salida (LOOCV) (Parasuraman, 2011). Ademas, se calcul6 un consenso
entre las plataformas ADMETLab 3.0 y PASS ONLINE para los parametros
toxicoldgicos de carcinogénesis y hemotoxicidad, mediante la media de los porcentajes

de prediccion obtenidos (Prieto-Martinez y col., 2019).
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8.4.3 Plataforma SwissADME

Los parametros de quimica medicinal: criterios de Lipinski y PAINS, fue realizado
en consenso entre las plataformas SwissADME (acceso: septiembre, 2024;

http://www.SwissADME.ch/) y la plataforma ADMETLab 3.0 considerando Ila

coincidencia de alertas (Prieto-Martinez y col., 2019). SwissADME cuenta con 6
secciones de analisis donde se calculan propiedades fisicoquimicas, lipofilicidad,
solubilidad en agua, propiedades farmacocinéticas, similitud con drogas y quimica
medicinal (Daina y col.,, 2017). En la seccion de propiedades fisicoquimicas se
compilaron descriptores moleculares y fisicoquimicos simples como peso molecular
(PM), refractividad molecular (RM), recuento de tipos de atomos especificos y area de
superficie polar (ASP) (Dainay col., 2017). Los valores se calcularon con OpenBabel9,
version 2.3.0 y el PSA se calculé mediante la técnica fragmentaria denominada area
superficial polar topoldgica (ASPT), considerando el azufre y el fésforo como atomos

polares (Daina y col., 2017)

8.5 Evaluaciéon de actividad hemotdxica en eritrocitos humanos

Para determinar la actividad hemotoxica de los 4 compuestos bioactivos de A.
sativum y del control estructural no sulfuroso DAE en eritrocitos humanos, se utilizd
una modificacion de la metodologia propuesta por Cruz-Silva y col. en 2000. Esta
metodologia implica tratar los eritrocitos con diferentes concentraciones del compuesto
de interés durante un tiempo determinado y luego medir la cantidad de hemoglobina

liberada como un indicador de hemotoxicidad.

En esta investigacion se obtuvieron 4 mL de sangre periférica de un individuo

sano mediante el uso de un dispositivo VacutainerM? en presencia del anticoagulante
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acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Los eritrocitos humanos fueron separados de
la sangre total por medio de centrifugacion a 2000 RPM durante 10 minutos en una
centrifugadora modelo Spinplus de la marca TopScience. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En el dltimo
lavado, las células fueron centrifugadas nuevamente a 2000 RPM durante 10 minutos
para obtener el paquete globular. Las células fueron luego incubadas a 37°C durante
5 minutos. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 50 pL que fueron colocadas en
microtubos de 1.5 mL. Estas se resuspendieron con 400 pyL de PBS y se adicionaron
50 pL de diferentes concentraciones a evaluar de los 4 compuestos bioactivos de A.
sativum y del control estructural no sulfuroso DAE para obtener concentraciones de
0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 10 y 100 mg/mL en cada uno de los microtubos asignados,
donde cada concentracion fue evaluada por duplicado. Ademas, se utiliz6 agua
tridestilada como control de hemdlisis al 100%, en el que 50 pL de células sanguineas
se llevaron a 500 L con agua tridestilada. Por altimo, se procedi6 a agitar suavemente
cada una de las muestras para homogenizar e incubar hasta 60 minutos. Se realizaron
lecturas a 550 nm utilizando un lector de placas de ELISA modelo EliRead de la marca
KontroLab. Los resultados se presentaron como porcentaje de hemotoxicidad, el cual

fue calculado mediante la siguiente formula:

Abs de la muestra

% Hemotoxicidad = : x 100
Abs del control salino

8.6 Evaluacion de embriotoxicidad y teratogénesis en embriones G. gallus

Para evaluar la embriotoxicidad de los compuestos bioactivos de A. sativum y del
control estructural no sulfuroso DAE sobre embriones G. gallus, se realizé una

modificacion de la metodologia propuesta por Da-Silva en 2024. Para cada uno de los
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compuestos bioactivos y para el control estructural no sulfuroso, se utilizaron 99
huevos G. gallus fecundados obtenidos de la empresa avicola Alvator. Los huevos se
pesaron y desinfectaron con una solucién de monopersulfato de potasio y cloruro de
sodio y se incubaron a 37.7 °C con una humedad relativa de 65% utilizando la
incubadora A90 de la marca Huacuja. El dia 3 de desarrollo fueron visualizados por
ovoscopio para confirmar fertilidad del huevo y posteriormente, los huevos con
desarrollo embrionario fueron seleccionados, etiquetados y distribuidos aleatoriamente

en 9 grupos con una n = 11 en cada uno (Cuadro 1).

A cada huevo se le realizé un orificio en la bolsa de aire sin perforar la membrana
corioalantoidea y se administraron las diferentes soluciones en un volumen de 100 pl,
seguidamente se cubrid el orificio con silicona liquida. El manejo de los huevos fue
tratado en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar Ecoshell. Una vez
tratados con las soluciones, los huevos fueron ingresados a la incubadora para cumplir
con el periodo restante de los 21 dias de incubacion, en el cual se llevo a cabo de
forma periddica cada 72 horas la observacion y el registro del peso, por medio de un
ovoscopio y balanza analitica, verificando la continuidad del desarrollo embrionario,
segun lo establecido por Hamburger y Hamilton (1951). Se prest6 especial atencidén a

la presencia de angiogénesis, crecimiento y movimiento propio del embrion.

En el dia 7 y 15 de incubacién se realizaron los puntos controles de desarrollo,
para ello se abrieron 2 huevos por cada grupo, se observaron las caracteristicas
sisteméaticas para embriotoxicidad: ausencia de latido del corazén y licuefaccion de

proteinas (anexo 1), asi como caracteristicas sistematicas asociadas a teratogénesis:
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Cuadro 1. Distribucion de los grupos experimentales para embriotoxicidad y

teratogénesis in ovo en embriones G. gallus

Grupos Concentracion N
1. Control salino 9 mg/mL 11
2. Control positivo a embriotoxicidad
80 mg/mL 11
Atorvastatina
3. Control positivo a teratogénesis
50 mg/mL 11
Vancomicina
4. Control estructural no sulfuroso DAE 0.1 mg/mL 11
5. Control estructural no sulfuroso DAE 1 mg/mL 11
6. Control estructural no sulfuroso DAE 10 mg/mL 11
7. Compuesto bioactivo 0.1 mg/mL 11
8. Compuesto bioactivo 1 mg/mL 11
9. Compuesto bioactivo 10 mg/mL 11
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malformaciones en cuerpo (cara, pico y extremidades), reservando para el dia de
eclosion: gastrosquisis y cianosis (anexo 2). Finalmente, a partir del dia 21 de
incubacion, se registraron las eclosiones de los productos de gestacion para

determinar la frecuencia de embriones vivos y muertos por grupo.

Los resultados obtenidos para embriotoxicidad se presentaron en forma de tasa

de natalidad y tasa de mortalidad (Moreno-Altamirano y col., 2000).

Formula de tasa de natalidad:
# EV

Tasa de natalidad (%) = x 100
#HET

Donde:

# EV = Numero de embriones vivos en el grupo tratado

# EMT = Numero de embriones totales en el grupo tratado
Formula de tasa de mortalidad:

# EM

Tasa de mortalidad (%) = x 100
#ET

Donde:
# EM = NUmero de embriones muertos en el grupo tratado
# EMT = Numero de embriones totales en el grupo tratado

Los datos fueron corregidos utilizando la férmula de Abbott para determinar la
tasa de embriotoxicidad de G. gallus con relacién a la concentracion evaluada de los

compuestos bioactivos y del control estructural no sulfuroso DAE (Uslu y col., 2024).

Férmula Abbot:

(# EMT - # EMCS)
Tasa de embriotoxicidad corregida Abbott (%) = x 100
(# TE - # EMCS)
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Donde:

# EMT = Numero de embriones muertos en el grupo tratado
# EMCS = Numero de embriones muertos en el control salino
# TE = Namero total de embriones en el grupo tratado

Para los resultados de teratogénesis, se calculd el indice teratogénico de

Sheppard, con la siguiente formula (Shepard, 1994):

#FT
x 100

indice teratogénico de Sheppard (%) =
#ES

Donde:
# FT = Numero de fetos teratogénicos
# ES = NUmero de embriones sanos

Ademas, se afiadio las frecuencias y porcentajes de eventos ocurridos para el
grupo de embriones sanos, el nimero de embriones totales por grupo (n), asi como el
desglose de las frecuencias y porcentajes de los criterios sistematicos evaluados:

cianosis, gastrosquisis y malformaciones.
8.7 Potencial teratogénico

Para determinar CLso embriotoxica y CEso teratogénica, se realizo un analisis de
maxima verosimilitud por regresion lineal, con un intervalo de confianza del 95% por
medio del software estadistico SPSS, donde se consideraron las tasas de
embriotoxicidad y teratogénesis de las 3 concentraciones evaluadas (0.1, 1 y 10

mg/mL), respectivamente (Luja-Mondragon y col. 2019).
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Con la finalidad de integrar los resultados de embriotoxicidad y teratogénesis de
los 4 compuestos bioactivos de A. sativum y del control estructural no sulfuroso DAE,
se calculé el potencial teratogénico, que se defini6 como el cociente de CLso

embriotoxica y CEso teratogénica (Luja-Mondragon y col. 2019).

CLso embriotéxica

Potencial Teratogénico (PT)=
CEso teratogénica

Donde:

CLso embriotoxica: Concentracion que causa la muerte del 50% de los embriones

CEso teratogénica: Concentracion que causa malformaciones en el 50% de los

embriones

La interpretacion del resultado es (Weigt y col., 2011):

PT > 1: El compuesto bioactivo es mas teratogénico que embriotdéxico (mayor

riesgo de malformaciones).

PT = 1. El compuesto bioactivo tiene efectos embriotoxicos y teratogénicos

similares.

PT < 1: El compuesto bioactivo es mas embriotdxico que teratogénico (mayor

riesgo de muerte embrionaria).
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8.8 Andlisis estadistico

8.8.1 Analisis estadistico de hemotoxicidad in vitro sobre células eritrocitarias

humanas

Las evaluaciones de hemotoxicidad sobre eritrocitos humanos fueron
determinadas como datos cuantitativos y se representaron como la media £ EEM,
posteriormente se elabord con ellos una base de datos en el programa Microsoft
ExcelMR. Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente con el software
GraphPad PrismMR v.8, mediante la prueba t-student no pareada (unpaired t-test).

Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de p fue inferior a 0.05.

8.8.2 Analisis estadistico de embriotoxicidad y teratogénesis in ovo sobre

embriones G. gallus

Se evalud la significancia estadistica (p < 0.05) de las frecuencias de mortalidad
y el indice teratogénico de Sheppard entre los grupos de estudio y controles utilizando
la prueba de Chi-cuadrada (X2) con correccién de Yates en IBM SPSS StatisticsMR

v.26.

8.8.2 Andlisis estadistico de regresién lineal para CLso embriotoxica y CEso

teratogénica

Para el calculo de CLso embriotoxica y CEsg teratogénica, se realizd un andlisis
de regresién lineal de maxima verosimilitud (likehood) considerando los porcentajes
de mortalidad e indice teratogénico de Sheppard de los 3 puntos de concentracion

(0.1, 1y 10 mg/mL) respectivamente, con un intervalo de confianza del 95%.
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IX. RESULTADOS

9.1. Evaluacion in silico de propiedades farmacocinéticas de los compuestos

bioactivos de A. sativum.

La plataforma bioinformatica ADMETLab 3.0 (Fu y col., 2024), determiné las
propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas y toxicolégicas (perfii ADMET:
absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad) para los compuestos
bioactivos: AM, DAS, DADS y ALN (acceso: septiembre, 2024). Los resultados
obtenidos se orientaron hacia una interpretacion toxicolégica y comparativa con el

control estructural no sulfuroso DAE (Cuadro 2).

9.1.1 Probabilidad de absorcion gastrointestinal humana de los compuestos

bioactivos de A. sativum

Una vez que son consumidos por via oral, el perfil de biodisponibilidad y
absorcion de los derivados del ajo estara influenciado por las propiedades
fisicoquimicas de los mismos, asi como la anatomia y fisiologia del tracto
gastrointestinal (Diy col., 2020). Estos factores pueden alterar directamente la cinética
de absorcion del compuesto a través de la membrana intestinal y su posterior
transferencia al torrente sanguineo, lo cual es crucial para determinar la seguridad y la

eficacia terapéutica del compuesto bioactivo (Di y col., 2021).
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Cuadro 2. Evaluacion in silico de propiedades farmacocinéticas de 4 compuestos bioactivos de A. sativum.

Prediccion de propiedades farmacocinéticas
DR
Compuesto Estructura AGI UPP BHE Tae
Sustrato PgP (%) ine
o) | (@) (%) (Horas) | ™"
CE Dialil éter | x5~ | 959e| 71.96e | 20.le 996 153e | 11.422
AM _A~-SH 65.6 45.68 358 0.4e 1.10e | 11.438
DAS NX"Ng N\ | 988e| 7688e | 1576 40 1.09e | 11.599
DADS NSNS | 9990 | 57.03 915e 05e 2068 | 11.316
T
ALN AN ™NF | 9926 | 66.04 91.7 @ 6.8 0 211e | 10.78

AGI: Absorcion gastrointestinal humana; UPP: Unién a proteinas plasméaticas; BHE: Permeacion de barrera
hematoencefélica; PgP: Sustrato de glicoproteina p; T ¥2: Tiempo de vida medio (Tedrico); DR: Depuracién renal.

Etigueta semaforo, indica la clasificacién de los valores de probabilidad de prediccion para cada parametro: e baja (0-
29%), © moderada (30-69%), @ alta (70-100%).

Parametros calculados mediante ADMETLab 3.0.
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En la evaluacion de la absorcion gastrointestinal humana (AGI) (cuadro 2), se ha
determinado que los compuestos bioactivos DAS, DADS y ALN, exhiben una
probabilidad alta (>98.8% y alcanzando hasta el 99.9%), de ser agentes con una AGI
mayor del 30%, obteniendo valores de prediccion similares al control estructural no
sulfuroso DAE (95.9%). En contraste, el AM que tiene un grupo alilo en vez de dos
como el DADS y ALN, presentd una probabilidad de AGI moderada (65.6%). En la
comparacion directa de los analogos DAS y DAE, la presencia del &tomo de S en el

DAS le confirié un efecto no significativo en su AGI (98.8 vs 95.9%).

9.1.2 Probabilidad de union a proteinas plasmaticas de los compuestos

bioactivos de A. sativum

En el proceso de distribucion, los compuestos bioactivos de A. sativum, son
transportados desde los capilares sanguineos hacia los tejidos u 6rganos de mayor
perfusidbn como el corazon, cerebro, higado y rifiones mediante la unién a proteinas
plasmaticas (UPP), la fraccion libre (no unida) es capaz de atravesar las membranas
celulares para ingresar a los tejidos donde puede manifestar su potencial toxico o

terapéutico (Diy col., 2020).

Los 4 compuestos bioactivos evaluados presentaron un porcentaje de UPP <77%
(cuadro 2), con valores de probabilidad alta para DADS con el 76.88%, similar al control
estructural no sulfuroso DAE (71.96%), asi como una probabilidad moderada para los
compuestos bioactivos: 66.04% para la ALN, 57.03% para el DAS y 45.68% para el
AM. La comparacion DAE/DAS sugiere que la presencia del atomo de S en vez del

atomo de O disminuye la probabilidad de UPP en un 15% aproximadamente.
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9.1.3 Prediccion de la permeacion de la barrera hematoencefalica para los

compuestos bioactivos de A. sativum

La transferencia de compuestos bioactivos de A. sativum desde la circulacion
periférica hacia el cerebro y al liquido cefalorraquideo, se encuentra condicionada por
barreras celulares especializadas, tales como la barrera hematoencefalica (BHE) (Qiu
y col., 2023). Aquellos compuestos que no se unen a proteinas plasmaticas, son
generalmente liposolubles y aquellos con un peso molecular menor a 200 Da, tienen
la capacidad de atravesar con facilidad las células endoteliales de los capilares
cerebrales, permitiéndoles ejercer su efecto terapéutico o toxico en el sistema nervioso

central (Qiu y col., 2023).

Los datos generados por la plataforma ADMETLab 3.0 (cuadro 2), indican que
los bioactivos ALN y DADS, poseen una probabilidad alta, del 91.7% y 91.5%,
respectivamente, de penetrar la BHE. En contraste, los compuestos bioactivos DAS y
AM, presentan una probabilidad baja de penetrar la BHE (15.7% y del 3.5%,
respectivamente) lo cual también ocurre con el control estructural no sulfuroso DAE
(20.1%) para este parametro. Asi, la comparacion DAE/DAS no sugiere un efecto

significativo sobre la capacidad de penetracion de la BHE.

9.1.4 Predicciéon de los compuestos bioactivos de A. sativum sobre la

probabilidad de ser sustrato de PgP

La glicoproteina p (PgP), perteneciente a una superfamilia de transportadores
activos primarios dependientes de ATP, se expresa ampliamente en el organismo, se

localiza en la superficie apical de las células polarizadas del higado y los rifiones,
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donde contribuye a la eliminacion de compuestos bioactivos (Nicolas y de-Lange,
2019). En barreras fisioldgicas del intestino, la BHE y la placenta, la PgP se expresa
en la superficie luminal de las células, opera como una bomba de expulsion que,
mediante el consumo de ATP, transporta activamente los sustratos fuera de las
células, impidiendo asi su absorcién sistémica o distribucion en los tejidos y
protegiendo al organismo de xenobidticos o sustancias perjudiciales (Nicolas y de-

Lange, 2019).

Al analizar la probabilidad de ser sustrato de PgP por medio de la plataforma
ADMETLab 3.0 (cuadro 2), los compuestos bioactivos: ALN, DAS, DADS y AM,
presentan probabilidad baja (6.8%, 4%, 0.5% y 0.4%, respectivamente), al igual que el
control estructural no sulfuroso DAE (9.9%). Por consiguiente, la comparaciéon del
binomio DAE/DAS no indica una diferencia significativa en su probabilidad de ser

sustratos de la PgP.

9.1.5 Prediccion de tiempo de vida medio sobre los compuestos bioactivos de A.

sativum

El tiempo de vida medio (T%) representa el intervalo durante el cual la
concentracion plasmética de un compuesto bioactivo disminuye en un 50% desde su
nivel inicial (Khan y col., 2018). Este parametro farmacocinético es significativo, ya que
proporciona una estimacion de la rapidez con la que el compuesto es distribuido y

eliminado por el cuerpo (Khan y col., 2018).

La plataforma ADMETLab 3.0 permitié estimar las horas de vida media para cada

uno de los 4 compuestos bioactivos. De acuerdo con los resultados (cuadro 2), los
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compuestos bioactivos ALN, DADS, AM y DAS tienen una vida media baja, con valores
de 2.1, 2.06, 1.10 y 1.09 horas, respectivamente. Estos tiempos son similares al
estimado para el control estructural no sulfuroso DAE (1.53 horas), por lo que la
sustitucion de los atomos de O (DAE) por S (DAS) no cambia de forma importante su

cinética de distribucion y eliminacion.

9.1.6 Prediccion sobre depuracion renal de los compuestos bioactivos de A.

sativum

La depuracién renal de compuestos bioactivos es un proceso complejo
determinado por factores patologicos y fisiolégicos como la filtracion glomerular, la
secrecion y reabsorcion tubular, afinidad por proteinas plasmaticas y el peso
molecular, que deben ser cuidadosamente considerados para prescribir una
dosificacion que asegure la eliminacion efectiva del compuesto y prevenga la toxicidad

por acumulacién (Fagerholm, 2007; Quesada, 1997).

En la plataforma ADMETLab 3.0, se clasifica la depuracion renal en funcion de
valores predictivos: aquellos inferiores a 5 mL/min/kg se consideran de baja
depuracion renal, los que estan entre 5y 15 mL/min/kg indican una depuracion renal
moderada, y los superiores a 15 mL/min/kg sugieren una alta depuracion renal. Bajo
esta clasificacion, los 4 compuestos bioactivos: DAS, AM, DADS y ALN, presentaron
valores predictivos de depuracion renal de: 11.599, 11.428, 11.316 y 10.78 mL/min/kg
(cuadro 2), respectivamente, valores predictivos similares al control estructural no

sulfuroso DAE (11.422 mL/min/kg), lo cual indica que todos ellos se asocian a una
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depuracion renal moderada y, como en comparaciones DAS/DAE anteriores, la

sustitucion SxO no parece cambiar la capacidad de depuracion renal.

9.2. Evaluacion in silico de propiedades de los compuestos bioactivos de A.

sativum como inhibidores de subfamilias del CYP450

El sistema enzimatico del citocromo P450 (CYP450) abarca una amplia
superfamilia de enzimas hemoproteinas monooxigenasas, cuya distribucion se
encuentra en riflones, pulmones, intestinos, placenta y mayoritariamente en el higado,
especificamente en las mitocondrias y en el reticulo endoplasmico de hepatocitos
(Viruete, 2015; Renaud y col., 2011, Guengerich, 2001). Estas enzimas participan en
la bioactivacion y desintoxicaciobn de xenobidticos, asi como el metabolismo de
endobidticos como el colesterol, progesterona y testosterona (Viruete, 2015; Renaud
y col., 2011, Guengerich, 2001). La actividad inhibidora producto de interacciones
metabdlicas de algunos compuestos bioactivos con las subfamilias del CYP450,
provoca la acumulacién de metabolitos endégenos como hormonas (estrégenos y
androgenos), acidos biliares y bilirrubina (Viruete, 2015; Renaud y col.,, 2011,
Guengerich, 2001). Esto ultimo se traduce en desequilibrio hormonal, dafio hepatico,
estrés oxidativo y aumento del riesgo de enfermedades, afectando significativamente

la homeostasis y salud del individuo (Guengerich, 2017).

Los compuestos bioactivos AM, DAS, DADS y ALN, al igual que el control
estructural no sulfuroso DAE, fueron evaluados respecto a la probabilidad de actuar
como inhibidor de subfamilias del CYP450 (1A2, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4) por medio de

la plataforma ADMETLab 3.0 (cuadro 3). A continuacion, se desglosan estos aspectos.
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Cuadro 3. Evaluacion in silico de 4 compuestos bioactivos de A. sativum como inhibidores de subfamilias de CYP450.

Probabilidad de interaccién como inhibidor de subfamilias del CYP450
Compuesto Estructura
1A2 2C9 2C19 2D6 3A4
Dialil éter | ~x">g ™\F 7360 6.20 30.8 1540 95.9 ®
AM A~SH 49.9 Oe 0.2e 0.6 e 54.4
DAS NN N 99.9 60.7 99 e 71 e 99.9
DADS | ANSigNF 100 99.1 100 e 93.1e
o)
Lo
ALN AN gs.7 e 14 96.4 ® 140 64.2

Los parametros evaluados mediante la plataforma ADMETLab 3.0 se presentan como valores de probabilidad para actuar
como inhibidor.

Etiqueta seméforo, indica la clasificacion de los valores de probabilidad de prediccion para cada parametro: @ baja (0-29%),
moderada (30-69%), @ alta (70-100%).
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9.2.1 Probabilidad de interaccion de los compuestos bioactivos de A. sativum

como inhibidor del CYP1A2

El CYP1A2 constituye cerca del 13% del contenido total de enzimas presentes
en el higado, interviene en la velocidad metabdlica y eliminacion de hormonas como
estradiol, estrona y melatonina, ademas se ha asociado al CYP1A2 con la
bioactivacion de procarcindgenos (Ohki y col., 2023; Lu y col., 2020; Usmani y col.,

2006; Faber y col., 2005).

Los resultados predictivos (cuadro 3), sugieren que los compuestos bioactivos
DADS, DAS y ALN, presentan una probabilidad alta de interaccionar como inhibidor
de CYP1A2 (100%, 99.9%, 88.7%, respectivamente) mientras que en el control
estructural no sulfuroso DAE fue ligeramente menor (73.6%). Por su parte, el
compuesto bioactivo AM presentd una probabilidad significativamente menor,
catalogada como moderada, del 49.9%. En este caso, la sustitucion SxO en el binomio

DAS/DAE disminuye la probabilidad de metabolizacion via CYP1A2.

9.2.2 Probabilidad de interaccién de los compuestos bioactivos de A. sativum

como inhibidor del CYP2C9

El CYP2C9, es el segundo citocromo mayormente expresado en el higado,
participa en el metabolismo del 15 al 20% de todos los xenobibticos y compuestos
endogenos de fase I, como por ejemplo el &cido araquidénico (Rettie y Jones, 2005;

Kirchheiner y col., 2004).

Los resultados proporcionados por la plataforma ADMETLab 3.0 (cuadro 3), para

el compuesto DADS, establece una probabilidad alta del 99.1%, probabilidad
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moderada para DAS (60.7%) y baja probabilidad para ALN (1.4%) y AM (0%). Estos
altimos son similares al control estructural no sulfuroso DAE (6.2%), por lo que en este
caso la sustitucion SxO en el binomio DAS/DAE afecta notoriamente la probabilidad

de actividad inhibitoria del CYP2C9.

9.2.3 Probabilidad de interaccién de los compuestos bioactivos de A. sativum

como inhibidor del CYP2C19

El CYP2C19, es una importante enzima metabolizadora presente en el higado e
intestino, implicada en la biotransformacién de compuestos enddgenos como
neurotransmisores (hidroxitriptamina o serotonina), acidos grasos incluyendo el

canabidiol y acido araquidénico (Stingl y col., 2021).

Durante el analisis del posible efecto inhibidor sobre el CYP2C19 (cuadro 3), la
plataforma ADMETLab 3.0 reporto para los compuestos bioactivos: DADS, DAS y ALN,
una probabilidad alta (100%, 99% y 96.4% respectivamente), de actuar como inhibidor
de CYP2C19, la cual fue moderada para el control estructural no sulfuroso DAE
(30.8%) y muy baja probabilidad para el compuesto bioactivo: AM (0.2%). De esta
forma, La sustitucion SxO en el binomio DAS/DAE indica una reduccion significativa

en actividad inhibitoria sobre el CYP2C19.

9.2.4 Probabilidad de interacciéon de los compuestos bioactivos de A. sativum

como inhibidor del CYP2D6

El CYP2D6, mantiene un pequefio porcentaje (1.5%) de todos los citocromos

hepaticos; sin embargo, es de gran importancia al metabolizar una serie de
59



compuestos endogenos incluidas las aminas en el cerebro, incluyendo la tiramina y la

5-metoxitriptamina, asi como la anandamida y la progesterona (Darney, 2021).

La plataforma ADMETLab 3.0 (cuadro 3), indicé para el compuesto bioactivo:
DAS una probabilidad alta (71%) de interaccionar como inhibidor de CYP2D6, mientras
gue para los compuestos bioactivos: DADS, ALN y AM, la probabilidad fue baja (2%,
1.4% y 0.6%, respectivamente), en forma similar al control estructural no sulfuroso
DAE (15.4%). Como en el caso anterior, la sustitucion SxO del binomio DAS/DAE

sugiere una menor probabilidad de inhibir al CYP2D6.

9.2.5 Probabilidad de interaccién de los compuestos bioactivos de A. sativum

como inhibidor del CYP3A4

El CYP3A4 es el citocromo con mayor porcentaje de expresion en el higado e
intestino, representando cerca del 60% del total de citocromos en el higado. Es el
encargado de metabolizar sustratos endégenos como progesterona, cortisol, estradiol

y testosterona (Fujino y col., 2021; Dostalek y col; 2011; Quifiones y col., 2008).

Al evaluar el posible efecto inhibidor de los compuestos bioactivos sobre
CYP3A4 (cuadro 3), la plataforma ADMETLab 3.0 arrojo las siguientes probabilidades
gue son clasificadas como altas para el DAS (99.9%) y el DADS (93.1%) que son
valores predictivos similares al control estructural no sulfuroso DAE (95.9%), mientras
gue los compuestos bioactivos ALN y AM exhibieron una probabilidad moderada del
64.2% y 54.4%, respectivamente. Por consiguiente, la sustitucion SxO del binomio

DAS/DAE no redujo la probabilidad de ser inhibidores del CYP3A4. De forma

60



interesante, el atomo de O adicional que diferencia la ALN del DADS abate

dramaticamente esta actividad.

9.3. Evaluacién in silico de los compuestos bioactivos de A. sativum como

sustratos de subfamilias del CYP450

En el contexto de toxicidad, los sustratos de las subfamilias CYP450, pueden
clasificarse en dos categorias: 1) profarmacos (sustancias que requieren ser
metabolizados por enzimas CYP450 para activarse y ejercer su efecto toxico) y 2)
compuestos que son activos y toxicos en su forma original, pero que al ser
metabolizados se convierten en formas inactivas y posteriormente se excretan (Ortiz-

Montellano., 2013; Orellana y Guajardo, 2004).

Los compuestos bioactivos: AM, DAS, DADS y ALN, fueron evaluados en la
plataforma ADMETLab 3.0 para predecir la probabilidad de interaccionar como
sustrato de subfamilias del CYP450: 1A2, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4, los resultados que

exponen una probabilidad >50% se consideraron relevantes (cuadro 4).

Los siguientes compuestos bioactivos presentaron una probabilidad alta de ser
sustratos del CYP1A2: DAS (98.6%), DADS (91.3%) y ALN (79.7%), mientras que el
control estructural no sulfuroso DAE presenté una probabilidad significativamente
menor (moderada) del 32.4%. En el caso del analisis para el CYP2C9, las
probabilidades de ser sustrato fueron altas para DADS (100%), ALN (99.5%) y DAS
(99.3%), las cuales fueron similares al control estructural no sulfuroso DAE (99.1%),

mientras que AM presentd una probabilidad moderada del 67.4%.
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Cuadro 4. Evaluacion in silico de 4 compuestos bioactivos de A. sativum como sustrato de subfamilias de CYP450.

Probabilidad de interaccién como sustrato de subfamilias del
Compuesto Estructura CYP450
1A2 2C9 2C19 2D6 3A4
DAE \/\O/\/ 324 99.1e 128e 852e l11le
AM /\/SH 83e 67.4 191 e 998e 03e
DAS NN N 98.6 @ 99.3 @ 2390 97.8 @ 5.3
DADS /\/S\S/\/ 913e 100 @ 32.9 100 e 189 e
0
S
ALN PN ng N 79.7 @ 99.5 89.4 @ 9690 0.4

Los parametros evaluados mediante la plataforma ADMETLab 3.0 se presentan como valores de probabilidad para actuar
como sustrato.

Etiqueta seméaforo, indica la clasificacion de los valores de probabilidad de prediccién para cada pardmetro: e baja (0-29%),
moderada (30-69%), @ alta (70-100%)
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Al evaluar el CYP2C19, solo el compuesto bioactivo ALN mostro una probabilidad
alta, con un 89.4%, superando ampliamente el valor predictivo clasificado como bajo
para el control estructural no sulfuroso DAE (12.8%). Para el CYP2D6, todos los
compuestos bioactivos evaluados demostraron una probabilidad clasificada como alta
de interaccionar como sustratos, con una probabilidad maxima del 100% para DADS
y minima del 96.8% para ALN, mientras que esta fue ligeramente menor para el control
estructural no sulfuroso DAE (85.2%). Por ultimo, al analizar la interaccion como
sustratos del CYP3A4, ningln compuesto mostré una probabilidad superior al 50%,
con probabilidad méaxima para el DADS (18.9%) y minima para el AM 0.3%, donde el
control estructural no sulfuroso DAE presentd el 1.1%, clasificAndolos en la categoria

de interaccion baja.

De manera general, todos los compuestos bioactivos de A. sativum evaluados
son posiblemente metabolizados por los citocromos CYP1A2, CYP2C9, CYP2D6, pero
no por CYP3A4; mientras que la ALN también puede ser metabolizada via CYP2C19.
El control estructural no sulfuroso DAE resulto ser un posible sustrato de un repertorio

mas limitado: CYP2C9 y CYP2D6.

9.4. Evaluacién in silico del perfil de quimica medicinal de los compuestos

bioactivos de A. sativum

Para los 4 compuestos bioactivos de A. sativum y su control estructural no
sulfuroso DAE, se realiz6 una evaluacion in silico del perfil de quimica medicinal

incluyendo los parametros: Lipinski y PAINS, utilizando la plataforma ADMETLab 3.0
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y el parametro Brenk mediante la plataforma SwissADME (acceso: septiembre 2024;

cuadro 5).

La regla de Lipinski, también conocida como la “regla de los cinco”, sugiere que
una absorcién o permeabilidad deficiente en compuestos bioactivos es mas probable
cuando se presentan las siguientes caracteristicas fisicoquimicas: mas de cinco
donantes de enlaces de hidrégeno, méas de diez aceptadores de enlaces de hidrégeno,
un peso molecular superior a 500 Da y un Log P calculado mayor que cinco (Yang y
col., 2020). Bajo este contexto, ningln compuesto bioactivo de A. sativum, ni el control

estructural no sulfuroso DAE, violan estas reglas (recuadro 4).

Ademas, se evalud la seccién PAINS (Pan-Assay Interference Compounds) para
los 4 compuestos bioactivos y el control estructural no sulfuroso DAE, con el objetivo
de identificar alertas subestructurales inestables, reactivos o propensos a reaccionar
de forma inespecifica con mdltiples proteinas o enzimas, lo que podria conducir a
efectos toxicos en el organismo o efectos secundarios adversos (Capuzziy col., 2017;
Daina y col., 2017). Los hallazgos confirmaron la ausencia de tales alertas

subestructurales para todos los compuestos evaluados (cuadro 5).
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Cuadro 5. Evaluacion in silico del perfil de quimica medicinal de 4 compuestos bioactivos de A. sativum.

Analisis predictivo de quimica medicinal
Compuesto Estructura
Lipinski (# violaciones) * PAINS* Brenk**
Dialil éter 0 0 1
AM /\/SH 0 0 2
DAS \/\S/\/ 0 0 1
DADS /\/S\S/\/ 0 0 2
ALN Q 0 0 2
/\/S\S/\/

Lipinski: Criterios de Lipinski; PAINS: Compuestos de interferencia de ensayo panoramico; Brenk: alerta estructural de

fracciones quimicas que pueden ser téxicas, inestables, colorantes, etc.
*Parametros consenso entre la plataforma ADMETLab y PASS ONLINE.

** Parametro calculado mediante ADMETLab 3.0
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El método predictivo Brenk, se emplea para examinar una serie de 105
fragmentos moleculares con el fin de identificar aquellos que poseen caracteristicas
asociadas con una farmacocinética desfavorable, toxicidad, reactividad quimica o
inestabilidad metabdlica (Daina y col., 2017). El predictivo Brenk, incluido en la
plataforma SwissADME (cuadro 5), demostré que en todos los compuestos bioactivos
evaluados de A. sativum y en el control estructural no sulfuroso DAE, la estructura
problematica corresponde al alqueno aislado (C=C) y para los compuestos bioactivos
AM, DADS y ALN se implic6 ademas como fragmento problematico el grupo disulfuro

(R-S-S-R).

9.5. Evaluacién in silico del perfil toxicolégico de los compuestos bioactivos de

A. sativum

La evaluacion in silico del perfil toxicol6gico de AM, DAS, DADS, ALN y el control
estructural no sulfuroso DAE, fue determinado utilizando la plataforma ADMETLab 3.0

y la plataforma PASS ONLINE (acceso: septiembre 2024, cuadro 5).

9.5.1 Evaluacion in silico del predictivo de hepatotoxicidad de los compuestos

bioactivos de A. sativum

La hepatotoxicidad (Ht) se refiere al dafio que puede generar un compuesto
bioactivo o metabolito sobre el higado, produciendo alteraciones puntuales como el
aumento de alanino transferasa, bilirrubina directa sérica y de aspartato

aminotransferasa (lorga y Dara, 2019).

Referente a la prediccion de Ht (Cuadro 6), los resultados indican una

probabilidad alta para AM (88.1%) de ser toxico en humanos, mientras que el
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Cuadro 6. Evaluacion in silico del perfil toxicologico de 4 compuestos bioactivos de A. sativum.

Prediccion de caracteristicas toxicoldgicas

Compuesto bioactivo Ht TR TOAR TAmes Cg* Hemo * | Anemia **
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
DAE 27.1e 738 e 51.6 52.8 67.3 30.9 76
AM 88.1e 99.4 e 849 e 54.8 33.4 216e 25
DAS 30.1 712 e 59.1 54 47.15 30.4 54
DADS 13.3 @ 85.3 e 744 49.5 41.5 50.25 47
ALN 185 e 98.8 @ 775 88.5 @ 44 12 e 28 ®

Ht: Hepatotoxicidad; TR: Toxicidad respiratoria; TOAR: Toxicidad aguda oral en rata; TAmes: Toxicidad Ames; Cg:

Carcinogénesis; Hemo: Hemotoxicidad.

Etiqueta semaforo, indica la clasificacion de los valores de probabilidad de prediccion para cada parametro: e baja (0-
29%), « moderada (30-69%), @ alta (70-100%)

*Pardmetros consenso entre la plataforma ADMETLab y PASS ONLINE.

** Parametro realizado con la plataforma PASS ONLINE.
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compuesto bioactivo DAS presentd una probabilidad menor y moderada (30.1%), por
otra parte, ALN y DADS presentaron una probabilidad baja (18.5% y 13.3%
respectivamente), cualitativamente similar a la prediccion del control estructural no

sulfuroso DAE (27.1%).

9.5.2 Evaluacion in silico del predictivo de toxicidad respiratoria de los

compuestos bioactivos de A. sativum

La exposicion a sustancias toxicas a través de la inhalacién constituye una ruta
significativa de riesgo para la salud humana. Esta via puede provocar dafio en
pulmones, los cuales frecuentemente se asocian con la generacién de radicales libres,
alteraciones de la permeabilidad de los capilares pulmonares y respuestas
inmunoldgicas adversas (Sharma y col., 2023; Clippinger y col., 2018; Haro y col.,

2002).

Los predictivos realizados sobre toxicidad respiratoria (TR) (cuadro 6) para los
compuestos bioactivos AM, ALN, DADS y DAS presentaron una probabilidad alta del
99.4%, 98.8%, 85.3% y 71.2% respectivamente, para generar afectacion pulmonar, los
cuales son valores predictivos similares al control estructural no sulfuroso DAE
(73.8%). De forma interesante, el binomio DAS/DAE presentd una probabilidad similar

tanto en Ht como en TR.

9.5.3 Evaluacion in silico del predictivo de toxicidad oral aguda en ratas de los

compuestos bioactivos de A. sativum

La evaluacion de la toxicidad oral aguda en ratas (TOAR), es un procedimiento

cuantitativo de riesgo para determinar la categorizacion de peligro de compuestos

68



bioactivos (Karmaus y col., 2022). Este proceso se centra en determinar la dosis letal
media (DL50), definida como la cantidad de sustancia que al ser ingerida causa la
muerte del 50% de un grupo especifico de animales en un tiempo determinado

(Karmaus y col., 2022).

Al evaluar TOAR en los compuestos bioactivos de A. sativum (cuadro 6), los
compuestos: AM, ALN y DADS, reportaron una probabilidad alta de ser toxicos en
mamiferos (84.9%, 77.5% y 74.4% respectivamente). Para el compuesto bioactivo
DAS, este exhibié una probabilidad moderada del 59.1%, similar al control estructural

no sulfuroso DAE (51.5%).

9.5.4 Evaluacion in silico de los predictivos: toxicidad Ames y carcinogénesis de

los compuestos bioactivos de A. sativum

El ensayo de toxicidad Ames (TAmes), es utilizado para evaluar el potencial
mutagénico de compuestos bioactivos, utilizando cepas de Salmonella typhimurium
dependientes de histidina para detectar mutaciones (sustituciones, adiciones o

eliminacion de uno o mas nucledétidos de ADN) (Pilico y de la Pefia, 2014).

En los andlisis predictivos de TAmes (cuadro 6), se observo que el compuesto
bioactivo ALN tiene una alta probabilidad (88.5%) de ser toxico y alterar estructuras
del ADN. Para los compuestos bioactivos AM, DAS y DADS, los resultados indican una
probabilidad moderada, con valores de 54.8%, 54% y 49.5%, respectivamente, similar

al control estructural no sulfuroso DAE (52.8%).

Ademas, TAmes se relaciona con la carcinogenicidad (Cg), el cual es un criterio

de valoracion toxicologico para analizar la capacidad de un compuesto bioactivo de
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dafiar el genoma humano o interrumpir los procesos metabdlicos celulares (Xiong y
col., 2021). Los resultados predictivos para Cg (cuadro 6) se obtuvieron mediante un
consenso de las plataformas informaticas ADMETLab 3.0 y PASS ONLINE, en donde
todos los compuestos bioactivos exhibieron una probabilidad moderada, siendo las
siguientes: DAS 47.15%, ALN 44%, DADS 41.5% y AM 33.4%, valores similares al
control estructural no sulfuroso DAE (67.3%). En este caso, la sustitucion SxO en el

binomio DAS/DAE disminuy6 apreciablemente la Cg.

9.5.5 Evaluacion in silico del predictivo de hemotoxicidad y anemia de los

compuestos bioactivos de A. sativum

Los compuestos bioactivos: AM, DAS, DADS, ALN vy el control estructural no
sulfuroso DAE fueron evaluados por medio de la plataforma ADMETLab 3.0 y PASS
ONLINE (acceso: septiembre 2024), con el objetivo de predecir la capacidad de

producir hemotoxicidad y anemia (cuadro 6).

La hemotoxicidad se refiere a la capacidad de un compuesto bioactivo para
causar la destruccion de las células eritrocitarias, lo que puede originar enfermedades
como la anemia (Benz y Schiff, 2017). Esta condicion se caracteriza por una variedad
de sintomas, incluyendo fatiga, debilidad, palidez, mareos, dificultad para respirar y
taquicardia (Benzi y Schiff, 2017). En casos severos, la reduccion extrema de
eritrocitos puede causar una insuficiencia de oxigeno en los tejidos y 6rganos, lo que

puede llevar a la muerte del individuo afectado (Benz y Schiff, 2017).

Los resultados predictivos para hemotoxicidad se obtuvieron mediante un

consenso de las plataformas informaticas ADMETLab 3.0 y PASS ONLINE (cuadro 6).
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El compuesto bioactivo AM, presentd un valor predictivo alto de ser hemotéxico
(71.6%); sin embargo, el DAS exhibié una probabilidad moderada del 30.4%, una
prediccion similar al control estructural no sulfuroso DAE (30.9%). Por otra parte, los
compuestos DADS y ALN presentaron valores predictivos bajos, 20.25% y 1.2 %,

respectivamente.

Asimismo, el valor predictivo sobre la capacidad de los compuestos bioactivos
para generar anemia (cuadro 6), indicé una prediccién alta (79%) para el compuesto
AM, similar al mostrado por el control estructural no sulfuroso DAE (76%), mientras
gue los compuestos bioactivos DAS y DADS, presentaron una probabilidad moderada
del 54% y 47% respectivamente. Por Ultimo, el compuesto bioactivo ALN, present6 una
probabilidad baja del 28%. Asi, la sustitucion SxO en el binomio DAS/DAE redujo

ligeramente la capacidad de producir anemia de estos compuestos.

9.5.6 Evaluacion in silico del predictivo genotéxico, embriotéxico y teratogénico

de los compuestos bioactivos de A. sativum

Los compuestos bioactivos: AM, DAS, DADS, ALN vy el control estructural no
sulfuroso DAE, fueron evaluados por medio de la plataforma PASS ONLINE (acceso:
septiembre 2024), con la finalidad de predecir la capacidad de ser genotoxico,

embriotdxico y teratogénico (cuadro 7).

La evaluacion de la genotoxicidad se basa en la capacidad de un compuesto
bioactivo para dafiar el ADN celular, lo que puede conducir a mutaciones genéticas y
potencialmente cancer (Valbuena y col., 2020). Los predictivos establecieron una

probabilidad moderada del 31.1% para el compuesto bioactivo DAS, ligeramente
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Cuadro 7. Evaluacion in silico de caracteristicas toxicologicas de 4 compuestos bioactivos de A. sativum.

Prediccion de caracteristicas toxicolégicas
Compuesto Estructura Genotoxicidad Embriotoxicidad | Teratogenicidad

(%) (%) (%)

DAE XN NF 51.4 67.6 36.4
AM ~.H 192 @ 53 51.7
DAS XNg N 31.3 38.6 36.4
DADS NS NF 2150 45.6 37.5

1
ALN /\/8\8/\/ 136 Oe Oe

Parametros calculados mediante PASS ONLINE.

Etiqueta semaforo, indica la clasificacién de los valores de probabilidad de prediccién para cada parametro: e baja (0-
29%), « moderada (30-69%), @ alta (70-100%).

12



menor pero cualitativamente similar al control estructural no sulfuroso DAE (51.4%).
Sin embargo, para los compuestos bioactivos DADS, AM y ALN, la probabilidad fue

baja, correspondiente al 21.5%, 19.2% y 13.6%, respectivamente.

La embriotoxicidad, por otro lado, se refiere a la capacidad de un compuesto
bioactivo para interferir con el desarrollo embrionario normal, afectando la formacion y
crecimiento del feto, provocando potencialmente malformaciones o abortos (Valdés y
col., 2018). Los resultados predictivos de embriotoxicidad (cuadro 7), se clasificaron
como moderados para los compuestos bioactivos AM (53%), DADS (45.6%) y DAS
(38.6%), los cuales fueron ligeramente inferiores, pero cualitativamente similares al
control estructural no sulfuroso DAE con el 67.6%. En estos analisis, la probabilidad

de embriotoxicidad para el compuesto ALN fue practicamente nula (0%).

La teratogenicidad, a su vez, describe la capacidad de un compuesto bioactivo
para causar anomalias congénitas graves durante el desarrollo fetal (Valdés y col.,
2018). El resultado predictivo de teratogenicidad (cuadro 7), mostré que los
compuestos bioactivos AM, DADS y DAS, presentan una probabilidad moderada del
51.7%, 37.5% y 36.4%, respectivamente, similar al control estructural no sulfuroso
DAE (36.4%). De forma similar a la embriotoxicidad, la ALN exhibié una probabilidad

nula de teratogénesis (0%).

9.5.7 Evaluacién in silico de reglas de toxicoforo de los compuestos bioactivos

de A. sativum

La potencial toxicidad de un compuesto bioactivo puede ser inducida por la

fraccion de toxicoforo presente en su estructura (Singh y col., 2016). Hasta la fecha,
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una de las metodologias mas utilizadas para identificar y estimar toxicoforos son los

enfoques computacionales (Singh y col., 2016).

Al evaluar las reglas de toxicéforo (cuadro 8), no existieron alertas para los
compuestos bioactivos AM, DAS, DADS y ALN que indicaran subestructuras que
puedan causar toxicidad aguda (TA), mismo caso para carcinogénesis no genotoxica
(Cg no Gt) y para carcinogénesis genotoxica (Cg Gt). No obstante, en este ultimo
parametro, se observé una alerta para el control estructural no sulfuroso DAE,
correspondiente a la subestructura: alcohol alilico (C3H60). Respecto a las alertas
para riesgo toxico, todos los compuestos bioactivos de A. sativum presentaron una
alerta para la subestructura: propileno (C=CC), de igual manera con la subestructura
etileno (C=C), aunque en este caso el control estructural no sulfuroso DAE presento la
misma alerta. Ademas, para los compuestos bioactivos AM, DADS y ALN, se anex6
una alerta mas, correspondiente al metanotiol (CS), dimetil disulfuro (CSSC) y azufre

(S), respectivamente.

9.6. Evaluacién in silico de las vias de sefializaciéon asociadas a toxicidad de los

compuestos bioactivos de A. sativum.

Los compuestos bioactivos: AM, DAS, DADS, ALN y el control estructural no
sulfuroso DAE, fueron evaluados por medio de la plataforma ADMETLab 3.0 con la
finalidad de predecir las vias de sefializacibn asociadas a toxicidad (acceso:

septiembre 2024; cuadro 9).

Las vias de sefializacién celular estan involucradas en la regulacion de la

toxicidad, permitiendo que las células interpreten y respondan a sefiales externas e
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Cuadro 8. Evaluacion in silico de reglas de toxicoforo de 4 compuestos bioactivos de A. sativum.

Reglas de toxicéforo

Cgno Grupos funcionales Riesgo . . . o
Compuesto | TA Gt Cg Gt asociado a Cg Gt t6XICO Grupo funcional asociado a riesgo toxico
0.
DAE 0 0 1 alerta N 1 alerta N
AM 0 0 0 3 alertas ZN T P N
DAS 0 0 0 2 alertas ¥ N XY o X
DADS 0 0 0 3 alertas
/\/ /\/
| b
ALN 0 0 0 3 alertas ?
/\/ /\/

Parametros calculados por ADMETLab 3.0.
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Cuadro 9. Evaluacion in silico de vias de sefalizacion asociadas a toxicidad de 4 compuestos bioactivos de A. sativum.

Prediccion de activacion de vias de sefalizacion
Compuesto Estructura 5‘;’?‘?‘;‘ FCT ERA p53
0 0, 0,

(%) (%) (%) (%)
DAE XN ™NF Oe Oe 99 @ Ole
AM ~.SH Oe 0.6 20.1e 526
DAS NN N Oe Oe 98 o 46
DADS N SigNF Oe 0le 228 98.1e

1
ALN NS N Oe Oe 52 35.8

PPAR-gamma: Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma; FCT: Factor de choque térmico; ERA: Elementos
de respuesta antioxidante; p53: Supresor tumoral p53.

Etiqueta semaforo, indica la clasificacién de los valores de probabilidad de prediccion para cada parametro: @ baja (0-29%),
moderada (30-69%), @ alta (70-100%).
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internas, asegurando la homeostasis y la adaptacion a cambios en el entorno (Aydemir
y col., 2024). Entre las vias mas destacadas se encuentran: receptores activados por
peroxisomas (PPAR-gamma) en el metabolismo de lipidos y la inflamacién, factor de
choque térmico (FCT) en la proteccién celular, elementos de respuesta antioxidante
(ERA) contra el dafio oxidativo y el supresor tumoral p53 (p53) en la prevencion del

cancer (Shuklay col., 2012; Khoo y col., 2014; Aydemir y col., 2024).

Los resultados predictivos de activacion para la via PPAR-gamma (cuadro 9),
presentaron una probabilidad baja, siendo del 0% para todos los compuestos
bioactivos analizados y el control estructural no sulfuroso DAE. Referente a la
probabilidad de activacién para FCT, los compuestos presentaron una probabilidad
baja, siendo esta del 0.6% para AM, 0.1% para DADS, y del 0% para el control DAE y

los compuestos bioactivos DAS y ALN.

Al realizar la evaluacién predictiva sobre ERA (cuadro 9), el control estructural no
sulfuroso DAE presentd una probabilidad alta del 99%, similar a su analogo sulfuroso
DAS (98%) y se observé una probabilidad baja para los compuestos bioactivos AM

(20.1%), ALN (5.2%) y DADS (2.2%).

En el andlisis predictivo sobre la activacion de p53 (cuadro 9), una probabilidad
mayor del 50% se considera indicativa de la capacidad del compuesto bioactivo por
causar dafio celular. En este contexto, el compuesto DADS destac6 con una
probabilidad alta del 98.1% de inducir tal activacién. Por otra parte, el compuesto ALN
presentd una probabilidad moderada del 35.8% y esta fue baja para los compuestos

AM (5.2%) y DAS (4.6%), similar al control estructural no sulfuroso DAE (0.1%).
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9.7. Evaluacién in vitro de hemotoxicidad de compuestos bioactivos de A.

sativum sobre eritrocitos humanos

El andlisis in vitro de hemotoxicidad permite cuantificar los efectos téxicos
directos de compuestos bioactivos en eritrocitos humanos, situacion que se manifiesta
por la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres (Mameri
y col., 2021). Esto puede provocar una serie de cambios en la membrana, que incluyen
peroxidacion de lipidos, reduccion de la deformabilidad (capacidad de los eritrocitos
para cambiar su forma y adaptarse a diferentes condiciones del torrente sanguineo),

cambios en la morfologia celular, fragmentacion y hemolisis (Mameri y col., 2021).

Se determiné el grado de hemotoxicidad de los 4 compuestos bioactivos de A.
sativum y se compard con el grado de hemotoxicidad del control estructural no
sulfuroso DAE (figura 8). Los resultados indicaron que a las concentraciones de 0.1 a
0.75 mg/mL, el grado de hemotoxicidad en todos los compuestos bioactivos oscilo
entre 5.7% y 9.2%. Sin embargo, a una concentracién de 1 mg/mL, el porcentaje de
hemotoxicidad alcanzo el 16.4% para el AM y del 25.6% para el DADS, mostrando
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el control estructural
no sulfuroso DAE (p <0.05). De igual forma los compuestos DAS, DADS y AM en
concentracion de 10 mg/mL presentaron hemotoxicidad del 100%, 31.6% y 31.5%
respectivamente, siendo estadisticamente mayores en comparaciéon del control
estructural no sulfuroso DAE (p <0.05). A la concentracion de 100 mg/mL, los
compuestos DAS y AM presentaron hemotoxicidad al 100%, mientras que el

compuesto DADS present6 una hemotoxicidad significativamente menor (p <0.05) del
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Figura 8. Evaluacién in vitro de hemotoxicidad de compuestos bioactivos de A. sativum y del control estructural
no sulfuroso dialil éter sobre eritrocitos humanos. Se presentan los porcentajes (%) de hemotoxicidad de los 4

compuestos bioactivos: DAS, AM, DADS y ALN, asi como el control estructural DAE, a las concentraciones de 0.1, 0.25,
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0.5, 0.75, 1, 10 y 100 mg/mL. Se muestra el limite inferior (10%, linea de segmentos pequefios) y superior (25%, linea de
segmentos amplios) del rango de % hemotoxicidad (asociado a hemotoxicidad) permitido por la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos de América. Valores hemotoxicos < 10% se consideran no hemotoxicos y
valores > 25% se consideran hemotoxicos en eritrocitos humanos (Amin y Dannenfelser, 2006). * p < 0.05 al compararse

con el control estructural no sulfuroso dialil éter.
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29.71%, al compararse con el control estructural no sulfuroso DAE (100%). En forma
interesante, la ALN no provoc6 hemotoxicidad significativa (<10%) aun en

concentracion de 100 mg/mL

9.8. Evaluacién in ovo de embriotoxicidad y teratogénesis de los compuestos

bioactivos de A. sativum.

La embriotoxicidad se refiere a los efectos adversos/tdéxicos que las sustancias
pueden tener sobre el embrién en desarrollo, teniendo la posibilidad de causar dafios
al material genético y en consecuencia inhibir el crecimiento (Pefia, 2008; Rohwedel y
col., 2001). La teratogénesis, por su parte, implica la inducciéon o produccién de
malformaciones en el embrion o feto en desarrollo debido a la interaccién con
teratdbgenos, que son sustancias o compuestos bioactivos capaces de causar defectos

congénitos (Alvarez, 2011).

En el caso especifico A. sativum, este bulbo aromatico contiene diversos
compuestos bioactivos como ALN, AM, DADS y DAS. Sin embargo, no se han
encontrado estudios en la literatura que evallen el efecto directo de los compuestos
bioactivos aislados de A. sativum en el desarrollo embrionario y teratogénesis, por lo
que es necesario llevar a cabo una evaluacion exploratoria preclinica para comprender
su impacto en el desarrollo embrionario y fetal. La evaluacién in ovo permite evaluar
tanto la embriotoxicidad como la teratogénesis de los compuestos bioactivos de A.

sativum en etapas tempranas del desarrollo.
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En el presente estudio, los criterios de valoracion de embriotoxicidad consistieron
en licuefaccion de proteinas y no deteccion de latidos del corazon (Anexo 1) y para

teratogenicidad: cianosis, gastrosquisis y malformaciones en cuerpo (Anexo 2).

Se determiné la tasa de embriotoxicidad in ovo de los compuestos bioactivos
DAS, DADS, AM y ALN, asi como del control estructural no sulfuroso DAE, a
concentraciones de 0.1, 1 y 10 mg/mL. Para la concentracion de 0.1 mg/mL (cuadro
10), la tasa de embriotoxicidad corregida (Abbott) en los 4 compuestos bioactivos
evaluados fue del 9.09%, al igual que el control estructural no sulfuroso DAE. En tanto,
a la concentracibon de 1 mg/mL (cuadro 11), se obtuvieron porcentajes de
embriotoxicidad del 72.72% para ALN, 18.18% para DADS, 9.09% para el control
estructural DAE y 0% para los compuestos bioactivos DAS y AM. Por ultimo, a la
concentracion de 10 mg/mL (cuadro 12), la tasa de embriotoxicidad fue del 100% para
ALN, 90.9% para DADS y AM, del 18.18% para el DAS y del 0% para el control
estructural no sulfuroso DAE. En su conjunto, estos datos sugieren que la presencia

de atomos de S provoca incrementos en la embriotoxicidad de estos compuestos.

En experimentos adicionales, se determind el indice teratogénico Sheppard (ITS)
a concentraciones de 0.1, 1y 10 mg/mL. A la concentracion de 0.1 mg/mL (cuadro 13)
el compuesto DADS mostré un ITS del 18.18%, asociado a dos eventos teratogénicos
especificos (gastrosquisis y malformaciones), mientras que los compuestos bioactivos
AM, DAS y ALN, asi como el control estructural no sulfuroso DAE presentaron un 0%
de ITS. Estos resultados fueron estadisticamente menores (p < 0.05) en comparacion

con el grupo control tratado con vancomicina (ITS = 100%).
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Cuadro 10. Tasa de embriotoxicidad in ovo para la concentracién de 0.1 mg/mL de los compuestos bioactivos de A.

sativum.
Tasas de embriotoxicidad in ovo por la administraciéon del tratamiento (0.1 mg/mL)
Tasa de
# # # Tasa de Tasa de . o
Compuesto Embriones | Embriones | Embriones mortalidad Natalidad embrlotox_|0|dad
Vivos muertos totales (%) (%) corregida
(Abbott)
Control 0 11 11 100%8 0%
Atorvastatina
Control salino 11 0 11 0%A 100%
DAE 10 1 11 9.09%" 90.90% 9.09%
AM 10 1 11 9.09%* 90.90% 9.09%
DAS 10 1 11 9.09%" 90.90% 9.09%
DADS 10 1 11 9.09%" 90.90% 9.09%
ALN 10 1 11 9.09%" 90.90% 9.09%

Diferentes letras en la misma columna representan significancia estadistica (P <0.05).
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Cuadro 11. Tasa de embriotoxicidad in ovo para la concentraciéon de 1 mg/mL de los compuestos bioactivos de A.

sativum.
Tasas de embriotoxicidad por la administracion del tratamiento (1 mg/mL)
Tasa de
Compuesto # # # Tasa.de Tasa de embriotoxicidad
Embriones | Embriones | Embriones mortalidad lidad i
Vivos muertos totales (%) Natalida corregica
(%) (Abbott)
Control 0 11 11 100%8 0%
Atorvastatina
Control salino 11 0 11 0% A 100%
DAE 10 1 11 9.09%" 90.90% 9.09%
AM 11 0 11 0%* 100% 0%
DAS 11 0 11 0%* 100% 0%
DADS 9 2 11 18.18% A 81.82% 18.18%
ALN 3 8 11 72.73%8B 27.27% 72.73%

Diferentes letras en la misma columna representan significancia estadistica (P <0.05).

84



Cuadro 12. Tasa de embriotoxicidad in ovo para la concentracion de 10 mg/mL de los compuestos bioactivos de A. sativum.

Tasas de embriotoxicidad por la administracion del tratamiento (10 mg/mL)

" " " Tasa de Tasa de Tasa de
Compuesto . . . . Natalidad embriotoxicidad
Embriones | Embriones | Embriones mortalidad 0 :
Vivos muertos totales (%) (%) corregida
(Abbott)
Control 0 11 11 100968 0%
Atorvastatina
Control salino 11 0 11 0%” 100%
DAE 11 0 11 0% 4 100% 0%
AM 1 10 11 90.90% 8B 9.09% 90.90%
DAS 9 2 11 18.18% A 81.81% 18.18%
DADS 1 10 11 90.90% 8B 9.09% 90.90%
ALN 0 11 11 100% 8B 0% 100%

Diferentes letras en la misma columna representan significancia estadistica (P <0.05).



Cuadro 13. Teratogénesis y criterios sistematicos in ovo para la concentracién de 0.1 mg/mL de los compuestos

bioactivos de A. sativum.

Teratogenicidad in ovo por la administracion del tratamiento (0.1 mg/mL)

Criterios de valoracioén

Indice Embriones #
Compuesto Teratogénico . , : . .
Sheppard Sanos Embriones Cianosis Gastrosquisis Malformaciones
(%) Totales (%) (%) (%)
(%)
Control 11 (100%) 8 0 11 0 0 11 (100%)

vancomicina

Control NaCl 0 11 (100%) 11 0 0 0
DAE oA 11 (100%) 11 0 0 0
AM oA 11 (100%) 11 0 0 0
DAS oA 11 (100%) 11 0 0 0
DADS 2(18.18%)”* | 9(81.82%) 11 0 1 (9.09%) 1 (9.09%)
ALN oA 11 (100%) 11 0 0 0

Diferentes letras en la misma columna representan significancia estadistica (P <0.05).
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Los resultados para la concentracion de 1 mg/mL (cuadro 14), indican que el
compuesto DAS mostré un ITS del 18.18%, asociado a dos eventos teratogénicos
especificos (cianosis y malformaciones). Por su parte, los compuestos DADS, ALN y
el control estructural no sulfuroso DAE presentaron un ITS del 9.09% respectivamente,
asociado a un evento teratogénico comun (gastrosquisis). Asimismo, el compuesto AM
presentd un 0% de ITS. Estos resultados fueron estadisticamente menores (p < 0.05)

en comparacion con el grupo control tratado con vancomicina.

En la concentracion de 10 mg/mL (Cuadro 15), el compuesto AM y el control
estructural no sulfuroso DAE, presentaron un ITS del 9.09%, asociado a un evento
teratogénico comun: cianosis. Los compuestos bioactivos DAS, DADS y ALN
presentaron 0% de ITS. En general, estos datos fueron estadisticamente menores (p

< 0.05) en comparacion con el grupo control tratado con vancomicina.

Posteriormente, se calculd6 la Concentracion Letal 50 (CL50) para
embriotoxicidad y la Concentracion Efectiva 50 (CE50) para teratogenicidad, utilizando
los resultados de la tasa de embriotoxicidad corregida de Abbotty el ITS. Ademas, se
determind el Potencial Teratogénico (PT) de los compuestos bioactivos evaluados
(Cuadro 16), revelando un alto potencial teratogénico (PT > 1) para DAS (2.54) y muy
alto para el control estructural no sulfuroso DAE (32.47), mientras que DADS (0.16),
AM (0.04) y ALN (0.01) presentaron un bajo potencial teratogénico (PT < 1). En estos
casos, la substituciéon SxO en el binomio DAS/DAE redujo el potencial teratogénico,

donde la ALN mostré el menor efecto
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Cuadro 14. Teratogénesis y criterios sistematicos in ovo para la concentraciéon de 1 mg/mL de los compuestos bioactivos

de A. sativum.

Teratogenicidad in ovo por la administracién del tratamiento (1 mg/mL)

- Criterios de valoracion
Indice Embriones #
Compuesto Teratogénico . : : i .
Sheppard Sanos Embriones Cianosis Gastrosquisis Malformaciones
(%) (%) Totales (%) (%) (%)
Control 11 (100%) 0 11 % 0% 11 (100%)
vancomicina
Control NaCl 0A 11 (100%) 11 0 0 0
DAE 1 (9.09%)* | 10 (90.91%) 11 0 1 (9.09%) 0
AM 0A 11 (100%) 11 0 0 0
DAS 2(18.18%)” | 9 (81.82%) 11 1 (9.09%) 0 1 (9.09%)
DADS 1 (9.09%)# | 10 (90.91%) 11 0 1 (9.09%) 0
ALN 1 (9.09%)4 | 10 (90.91%) 11 0 1 (9.09%) 0

Diferentes letras en la misma columna representan significancia estadistica (P <0.05).
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Cuadro 15. Teratogénesis y criterios sistematicos in ovo para la concentraciéon de 10 mg/mL de los compuestos

bioactivos de A. sativum.

Teratogenicidad in ovo por la administracién del tratamiento (10 mg/mL)

Criterios de valoracioén

Indice Embriones #
Compuesto Teratogénico bri : . - .
Sheppard Sanos Embriones Cianosis Gastrosquisis Malformaciones
0 (%) Totales (%) (%) (%)
(%)
Control 11 (100%) 8 0 11 % 0% 11 (100%)
vancomicina
Control salino 0A 11 (100%) 11 0 0 0
DAE 1 (9.09%) 4 10 11 1 (9.09%) 0 0
' (90.91%) '
AM 1 (9.09%) A 10 11 1 (9.09%) 0 0
' (90.91%) '
DAS 0A 11(100%) 11 0 0 0
DADS oA 11(100%) 11 0 0 0
ALN 0A 11(100%) 11 0 0 0

Diferentes letras en la misma columna representan significancia estadistica (P <0.05).
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Cuadro 16. Integracion de resultados de embriotoxicidad y teratogénesis in ovo de los 4 compuestos bioactivos de A.

sativum.
Integracion de resultados embriotoxicidad y teratogénesis
Compuesto Potencial
CLsomg/kg CEsomg/kg teratogénico
DAE 982.10 30.24 32.47
AM 3.71 82.82 0.04
DAS 45.54 18.13 2.51
DADS 2.59 15.96 0.16
ALN 0.47 46.90 0.01

CLso: Dosis letal para producir embriotoxicidad en el 50% de la poblacion.

CEso: Concentracion efectiva para producir teratogénesis en el 50% de la poblacion.
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X. DISCUSION

Los compuestos bioactivos del ajo como AM, DAS, DADS y ALN poseen multiples
propiedades y usos en la salud humana (Madariaga y col., 2020). No obstante, es
imperativo conocer y caracterizar sus efectos adversos/téxicos de una forma
sistematica para proporcionar datos de referencia para su uso racionalizado para fines
preventivos y terapéuticos en una amplia gama de entidades tanto infecciosas como
cronico-degenerativas (Venkatesan y Ramanathan, 2017). En el presente trabajo, se
realizd una evaluacién de los compuestos mencionado a niveles bioinforméaticos (in
silico) y experimentales (in vitro, in ovo) (Worth y col., 2014). De esta forma, es
importante destacar y detallar implicaciones relevantes relacionadas con los
resultados que se generaron en el presente trabajo (Worth y col., 2014).

En relacion con los analisis farmacocinéticos predictivos, en la investigacion
reportada por Hoshino y col. (2001), se evaluaron los efectos de los compuestos
bioactivos organosulfurados: ALN, aliina y alil cisteina (40 mg/sitio), presentes en las
preparaciones de A. sativum crudo en polvo, sobre la mucosa gastrointestinal de
perros machos adultos Beagle. Se observaron cambios significativos en la mucosa
estomacal, enrojecimiento y erosién similar a una ulcera, provocando la pérdida de
células epiteliales en las criptas y aspecto irregular en los pliegues, asi como
congestion del ileon, cuando el contenido de ALN se aument6 a > 8 mg (Hoshino y
col., 2001). Ademas, Amagase y col. (2001) reportaron que las reacciones adversas
gastrointestinales en humanos pueden atribuirse a un exceso de los compuestos
bioactivos organosulfurados liposolubles (ALN, DADS, DAS, AM), mientras que los

compuestos bioactivos solubles en agua (cisteina y aliina) pueden presentar una
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menor toxicidad en las preparaciones de A. sativum. En nuestra investigacion, los
compuestos bioactivos analizados: ALN, AM, DADS y DAS que son solubles en aceite
y pese a presentar una AGI de moderada a alta, son susceptibles a generar efectos
adversos si son consumidos por via oral, situacion que ademas podria afectar su
biodisponibilidad en torrente sanguineo.

Por otro lado, durante el embarazo, la disminucion de proteinas plasmaticas
aumenta la fraccion no unida de compuestos bioactivos, lo que puede alterar su unién
a receptores y respuesta terapéutica (Tasnif y col., 2016). En especial, compuestos
bioactivos con alta afinidad (>80%) son particularmente sensibles a cambios en la
UPP, ya que pequefas variaciones pueden significativamente alterar la concentracion
libre y aumentar el riesgo de nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y otros efectos adversos
(Tasnif y col.,, 2016). Las evaluaciones in silico realizadas revelan que los 4
compuestos bioactivos evaluados presentan UPP de moderada a alta, con porcentajes
gue oscilan entre 45% y 77%, indicando que la fraccion libre de los compuestos
bioactivos puede aumentar durante el embarazo. Esto puede intensificar su interaccion
con receptores y tejidos para, consecuentemente, aumentar el riesgo de efectos
adversos y toxicidad en las mujeres embarazadas (Tasnif y col., 2016). Por lo tanto,
es crucial realizar una evaluacion exhaustiva del riesgo de toxicidad fetal y materna,
determinar las dosis seguras y efectivas, asi como considerar posibles interacciones
con otros productos herbales, medicamentos y condiciones de salud preexistentes

durante el embarazo (Tasnif y col., 2016).

En lo relacionado a la penetracion a través de la BHE, los compuestos bioactivos

derivados de plantas también pueden tener efectos secundarios no deseados en el
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sistema nervioso central o interferir con otros compuestos administrados
concomitantemente, ya que también pueden interactuar con proteinas funcionales que
se encuentran en la barrera hematoencefalica (Fricker., 2008). En un estudio publicado
por Satsantitham y col. (2024), se evalud la capacidad de la ALN para cruzar la barrera
hematoencefalica. Esta investigacion se basO en resultados previos obtenidos
mediante SwissADME, que sugirié que la ALN tiene propiedades permeantes a esta
barrera. Para probar esa hipotesis, los investigadores implementaron un modelo in
vitro de células endoteliales microvasculares cerebrales humanas (hCMEC/D3)
(Satsantiham y col., 20024). Sus resultados confirmaron que ALN puede atravesar la
barrera hematoencefalica, encontrando ademas que concentraciones superiores a 5
pHg/mL son toxicas, generando cambios morfolégicos significativos en las células,
llevando al proceso de apoptosis y muerte celular (Satsantiham y col., 20024).
Nuestros resultados predictivos utilizando la plataforma ADMETLab 3.0 revelan una
concordancia con la prediccion previa de SwissADME, indicando que la ALN tiene una
alta probabilidad (91.7%) de atravesar la barrera hematoencefalica, dato que se
confirma con los resultados reportados en el reciente estudio mencionado
(Satsantiham y col., 20024). Esto respalda la validez de nuestro enfoque predictivo vy,
ademas, nuestro analisis sugiere que DAS también tiene una alta probabilidad (91.5%)
de cruzar la barrera hematoencefalica, lo que sugiere que podria tener un
comportamiento similar a ALN en términos de permeabilidad y potencial toxicidad
(Satsantiham y col., 20024).

Con respecto al bombeo extracelular de los compuestos bioactivos del ajo

evaluados, la ausencia de interaccion con la PgP puede tener implicaciones criticas
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durante el embarazo, ya que la PgP en la placenta protege al feto transportando
sustratos potencialmente teratogénicos de regreso a la circulacion materna (Daud y
col.,, 2015). Sin esta barrera protectora, la exposicion fetal a teratégenos puede
aumentar significativamente, especialmente cuando se combinan con otros sustratos
o inhibidores de la PgP, lo que puede potenciar el riesgo de anomalias congénitas y
efectos adversos fetales en una relacion dosis-dependiente (Daud y col., 2015). Aqui
destaca la importancia de considerar la interaccion farmaco-P-gp en la evaluacion de
la seguridad durante el embarazo (Daud y col., 2015). Nuestro estudio predictivo sobre
los 4 compuestos bioactivos de A. sativum, establecen una probabilidad de ser sustrato
< 6.8%, en concordancia a la investigacion de Daud y col. (2015), que establece la
relevancia de interaccionar con PgP para evitar el ingreso de compuestos nocivos a
placenta, lo cual implicaria que los bioactivos AM, DAS, DADS y ALN pueden alcanzar
concentraciones mas altas en circulacion del producto y por ende aumentar el riesgo

de toxicidad y dafio fetal.

En cuanto a la vida media de los compuestos bioactivos de A. sativum en el
organismo, la evaluacion in silico de los 4 compuestos bioactivos de A. sativum mostré
un T% bajo, entre 1-2 horas. Esto sugiere que la administracién o frecuencia de uso
puede requerir ajustes para alcanzar una concentracion plasmatica efectiva y evitar
concentraciones altas innecesarias, como se ha reportado en la literatura (Smith y col.,
2017). Sin embargo, estos ajustes de dosificacion o frecuencia de uso plantean
desafios para la eficacia, seguridad y cumplimiento del tratamiento, ya que la
fluctuacién en la concentracion del compuesto bioactivo puede aumentar el riesgo de

sobreexposicion y efectos adversos (Smith y col., 2017).
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En lo referente a la eliminacion via renal de los compuestos bioactivos evaluados,
la medicina tradicional anualmente ha experimentado un aumento alarmante en los
informes de reacciones adversas, especialmente en poblaciones rurales donde el uso
combinado de productos herbales es comun (Jha, 2010). Aqui destaca como una de
las principales consecuencias de su uso la nefrotoxicidad, caracterizada por lesiones
tubulares renales graves, inflamacion, degeneracidén y necrosis, que compromete la
depuracion renal de compuestos bioactivos y aumenta el riesgo de intoxicacion (Jha,
2010; Xu y col., 2020). En nuestra investigacion in silico, los 4 compuestos bioactivos
de A. sativum, presentaron valores predictivos moderados de DR (10.78 a 11.59
mL/min/kg). Sin embargo, en poblaciones vulnerables, como aquellas con
preexistencia de enfermedades renales, la DR de estos compuestos bioactivos
disminuye. Esto puede conducir a una bioacumulacion y, posteriormente, a dafio
celular adicional, lo que puede acelerar la progresion de la enfermedad renal y
exacerbar su gravedad (Mishra y col., 2022). Lo anterior constituye un punto
importante que puede limitar el uso de bioactivos sulfurosos del ajo en poblaciones

con condiciones renales especiales.

Otro aspecto del metabolismo de xenobidticos es su interaccion con enzimas
del complejo citocromo P450. Nuestros resultados predictivos revelan que los
compuestos bioactivos AM, DAD, DADS y ALN inhiben CYP1A2, con una probabilidad
superior al 49.9%. Este hallazgo es particularmente relevante, ya que el CYP1A2 juega
un papel crucial en el metabolismo de diversas sustancias enddgenas clave, como
melatonina, bilirrubina, uroporfirinébgeno, estrogenos y acido araquidonico (Zhouy col.,

2009). La inhibicion de este enzima ha sido asociada con un aumento en el riesgo de
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desarrollar enfermedades como trastornos del suefio, depresion, ansiedad, ictericia,
cirrosis hepdtica, porfiria cutanea, cancer de mama, Utero y prostata, endometriosis,
osteoporosis, enfermedad de Alzheimer, Parkinson y esclerosis multiple (Zhou y col.,
2009). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el uso de estos compuestos
bioactivos podria tener implicaciones directas en el desarrollo de enfermedades
asociadas con la inhibicion del metabolismo de sustancias endoégenas (Zhou y col.,

2009).

En el mismo sentido, la inhibicion de la enzima CYP2C9 se asocia con una
reduccion significativa en la sintesis de factores hiperpolarizantes derivados del
endotelio (EDF), moléculas clave para la relajacion vascular, especialmente en arterias
de tamafio resistente, donde regulan el flujo sanguineo tisular (Campbell y Gauthier,
2002; Ercan y col., 2008). Nuestros resultados revelan que los compuestos bioactivos
DADS y DAS presentan una probabilidad alta a moderada (99.1% y 60.7%) de inhibir
el CYP2C9, lo que podria tener implicaciones cardiovasculares significativas.
Especificamente, esta inhibicion podria conducir a un aumento de la resistencia
vascular y la presion arterial, asi como a una disminucion del flujo sanguineo,
comprometiendo la oxigenacion y el suministro de nutrientes a los tejidos (Campbell y
Harder, 1999; Wang y col., 2021). Por lo tanto, es fundamental evitar combinar estos
compuestos bioactivos con remedios caseros o bebidas hipertensivas, como efedra,
café y matcha, debido al riesgo de dafo irreversible en 6érganos vitales como el
corazon, rinones y cerebro (Willis y col., 2006; Surmay Oparil, 2021; Willems y Foster,
2024). Por el contrario, otros derivados como la ALN que en estos estudios mostraron

una baja probabilidad de inhibir a CYP2C9 (1.4%) han mostrado efectos favorables en
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modelos de patologia renal experimental, similares a los observados con hipotensores

de uso clinico como el losartan (Garcia-Trejo y col., 2017).

Durante el embarazo, la madre es la principal proveedora de acidos grasos
esenciales para el desarrollo y crecimiento del embrion (Higa y Jawerbaum, 2013). En
este proceso, el CYP2C19 desempeiia un papel fundamental al metabolizar los acidos
grasos poliinsaturados, especificamente transformando el &cido linoleico y linolénico
en acidos grasos de alta importancia biolégica, como el acido araquidodnico,
eicosapentaenoico y docosahexaenoico (Valenzuelay col., 2014). Nuestros resultados
predictivos revelan que los compuestos DADS, DAS y ALN inhiben fuertemente al
CYP2C19 (100%, 99% y 96.4%, respectivamente). Esta inhibicibn puede tener
consecuencias graves en la salud fetal y materna, ya que la deficiencia de acidos
grasos esenciales puede provocar malformaciones congénitas, problemas visuales y

cognitivos, y restriccion del crecimiento fetal (Higa y Jawerbaum, 2013).

La enzima CYP2D6 juega un papel crucial en la inactivacion del acido retinoico y
segun un estudio publicado por Fukami y col. (2010), revel6 que la deficiencia de
CYP2D6 puede llevar a un metabolismo aberrante del &cido retinoico, lo que a su vez
puede causar anomalias anorrectales y urinarias en humanos. En nuestro estudio,
hemos identificado que el compuesto DAS tiene un 71% de probabilidad de ser un
inhibidor del citocromo CYP2D6. Nuestros resultados sugieren que la exposiciéon a
DAS puede alterar la regulacién del acido retinoico, aumentando el riesgo de
teratogénesis, por lo que se recomienda evitar el uso de remedios o formulaciones
ricas en ajo en mujeres gestantes, y realizar estudios de corroboracion biologica para

confirmar estos hallazgos y evaluar su impacto en el desarrollo embrionario.
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De la misma forma, nuestros resultados revelan que los 4 compuestos bioactivos
de A. sativum exhiben un alto potencial como inhibidores de la enzima CYP3A4, con
una probabilidad superior al 54.4%. Esto es particularmente relevante, considerando
gue la alteracion del metabolismo de la testosterona, catalizada por CYP3A4, se ha
relacionado con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular, caracterizada por
cambios en los niveles de colesterol, inflamacion y disfuncion endotelial (Zhou y col.,
2009). Nuestros hallazgos sugieren una posible asociacion entre la inhibicién del
CYP3A4 y el aumento del riesgo cardiovascular, lo que subraya la importancia de
considerar los efectos potenciales de estos compuestos bioactivos en la generacion
de enfermedades como hipertensién arterial, arritmia cardiaca, insuficiencia cardiaca

e infarto agudo al miocardio entre otras.

En loque respecta a la posible metabolizacion de los compuestos bioactivos tipo
tioalil del ajo por enzimas tipo CYP450, el uso simultaneo de multiples remedios
caseros es una practica comun en la medicina tradicional para abordar diversas
afecciones, lo que puede generar interacciones complejas entre compuestos activos y
potenciar riesgos para la salud. En particular, los adultos mayores estan expuestos a
un mayor riesgo debido a cambios fisiol6gicos asociados con la edad y a una tasa alta
de polifarmacia (Mora y galindo, 2014). Por ejemplo, los flavonoides, compuestos
bioactivos presentes en plantas como el té (Camellia sinensis), la manzanilla
(Matricaria chamomilla) y la ortiga (Urtica dioica), han sido utilizados durante siglos
para tratar diversas condiciones, incluyendo inflamaciones y enfermedades
cardiovasculares (Franco y col., 2020; Li y col., 2023; Taraseviciené y col., 2023). Sin
embargo, estos compuestos pueden inhibir las enzimas CYPP450, lo que puede
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afectar el metabolismo de compuestos bioactivos y aumentar el riesgo de reacciones
adversas (Hodek y col., 2002; Deodhar y col., 2020). Nuestro estudio in silico identificd
una alta probabilidad (>85%) de interaccion como sustrato entre los compuestos
bioactivos y las enzimas CYP450, especificamente: ALN, DAS y DADS con CYP1A2
y CYP2C9, ALN con CYP2C19, y todos los compuestos (AM, ALN, DADS y DAS) con
CYP2D6. Esto sugiere que el uso simultaneo de remedios caseros que contienen
flavonoides puede inhibir la actividad de las enzimas CYP450, lo que reduce el
metabolismo de los compuestos bioactivos de A. sativum y aumenta su concentracion

plasmatica, incrementando asi el riesgo de efectos adversos.

La evaluacion in silico de 4 compuestos bioactivos de A. sativum segun criterios
de Lipinski y PAINS revel6 un gran potencial farmacolégico ya que no existen
violaciones o alertas estructurales sobre estructuras inestables relacionadas a una
selectividad deficiente (lon y Nitulescu, 2019). Al cumplir con la regla de Lipinski, estos
compuestos probablemente presentaran buena absorcion intestinal, permeabilidad
celular y distribucion tisular, lo que puede aumentar su concentracién y exposicion en
los sitios de accion (Lipinski y col., 2001; Di y col., 2020). Sin embargo, esto también
puede incrementar el riesgo de toxicidad debido a interacciones no especificas con
proteinas y receptores, inhibicion enzimatica y respuestas oxidativas (Huth y col.,
2007). El analisis predictivo Brenk que se practico en este trabajo identifico estructuras
guimicas probleméticas, como el alqueno aislado y el grupo disulfuro; esto se combina
con nuestros resultados sobre la BHE que revela una alta probabilidad (>91%) de
acceso de ALN y DAS al sistema nervioso central, respaldados por el estudio de
Satsantitham y col. (2024) que demostro la permeabilidad de ALN a traves de la BHE.
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De manera especifica, el alqueno aislado puede inducir disfuncién en la terminal
nerviosa y contribuir a enfermedades neurodegenerativas al formar aductos con los
tiolatos de sulfhidrilo de los residuos de cisteina en las proteinas presinapticas, como
NSF (N-ethylmaleimide-Sensitve Factor) y SNAP-25 (Synaptosomal-Associated
Protein), a través de reacciones de tipo Michael, alterando su estructura, funcion y
desencadenando procesos neurotoxicos que pueden llevar a enfermedades como
Alzheimer, Parkinson y esclerosis lateral amiotréfica (LoPachin y col.,, 2014).
Adicionalmente, el metabolismo del alqgueno mediado por la mieloperoxidasa puede
generar clorohidrinas que pueden biotransformarse posteriormente en metabolitos
reactivos modificadores del ADN y de proteinas, contribuyendo a la carcinogenicidad
(Zhang y Elfarra, 2017). Por otro lado, los metabolitos del grupo disulfuro exhiben
citotoxicidad significativa en hepatocitos, agotando el glutation intracelular y alterando
la homeostasis del calcio, o que plantea preocupaciones sobre la seguridad humana,
especialmente en relacion con la posible toxicidad hepatica y alteraciones en la

homeostasis celular (Jatoe y col., 1988).

En la evaluacidn in silico del indice predictivo de hepatotoxicidad, el compuesto
AM mostré una probabilidad alta de hepatotoxicidad (88.1%). Aungque no existen
estudios in vitro o in vivo sobre la hepatotoxicidad de los 4 compuestos bioactivos de
A. sativum aislados, un caso reportado por Shaikh y col. en 2017 proporciona un punto
de referencia sobre el primer caso de hepatotoxicidad registrado en una persona con
antecedentes de trasplante hepético ortotopico y sindrome hepatopulmonar. En este
caso, el paciente recibié dosis altas de Garlicin Cardio® via oral (6 tabletas diarias,
cada una con 3.2 g de ALN por un periodo de 7 dias) y posteriormente, presentd
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resultados anormales en las pruebas de funcidn hepatica, con niveles elevados de ALT
(alanina aminotransferasa) y fosfatasa alcalina. La suspension del tratamiento y la
biopsia hepatica revelaron una reaccion colestasica periportal leve, sugiriendo una
posible etiologia inducida por el suplemento dietético. Nuestro analisis indica que el
compuesto bioactivo AM, resultado de la descomposicion de la ALN por la enzima
alinasa en el tracto gastrointestinal, puede ser el responsable de la hepatotoxicidad
observada en el caso clinico reportado por Shaikh y col. (2017), lo que sugiere una

correlacion entre nuestro modelo predictivo y el evento clinico observado.

Sobre estudios previos que hayan evaluado TR in vivo, in vitro o in silico de los 4
compuestos bioactivos de A. sativum evaluados en este trabajo, se carece de
antecedentes directos. Sin embargo, un estudio reciente de Kamal y col. (2023),
investigo los efectos nefropulmonares y nefrolégicos del extracto acuoso de A. sativum
en ratas albinas hembras prefiadas sanas. Mediante cromatografia, se identificaron 20
compuestos bioactivos distintivos, incluyendo sulfuros derivados de la degradacion de
la ALN. Los resultados mostraron que la administracion de 1 mL/rata/dia desde el dia
6 hasta el 19 de gestacion indujo manifestaciones histopatologicas graves en tejidos
fetales y maternos del rifion y pulmon, caracterizadas por necrosis renal, hemorragia

pulmonar, congestion severa y engrosamiento de los vasos sanguineos.

En el mismo sentido, nuestro andlisis predictivo sugiere que los 4 compuestos
bioactivos de A. sativum tienen un alto potencial de TR (>71.2-99.4%). Considerando
la presencia de una variedad de compuestos organosulfurados en los extractos

acuosos, es crucial realizar futuras evaluaciones toxicoldgicas in vitro o in vivo para
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determinar si la toxicidad se asocia especificamente con uno 0 mas compuestos

bioactivos aislados y si esta relacionada con la concentracién de los mismos.

Por otra parte, nuestros analisis predictivos sobre TOAR revelan que los
compuestos bioactivos AM (84.9%), ALN (77.5%) y DADS (74.4%) presentaron una
toxicidad potencial alta, mientras que DAS (59.1%) mostré una toxicidad moderada,
segun el criterio de ADMETLab 3.0 para DLso <500 mg/kg para probabilidades >70%.
De esta forma, los compuestos bioactivos mencionados se clasificarian oscilando entre
la categoria 0 al 3 (DLso <300 mg/kg) y categoria 4 (DLso 300-2000 mg/kg), de acuerdo
con el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos

Quimicos (GHS) (Farras y col., 2010; ONU-SGA, 2011).

Estos hallazgos son comparables con las fichas de seguridad de los compuestos
bioactivos, que clasifican al AM como nocivo (categoria 4) y a ALN y DADS como
toxicos (categoria 3) en caso de ingestion (Fisher Scientific, 2023, 2024b). Por otro
lado, el DAS presentd una DLso de 2980 mg/kg, lo que no cumple con los criterios de

clasificacion como téxico por via oral (Fisher Scientific, 2024a, 2024c).

Con respecto a nuestros andlisis predictivos de TAmes, estos revelaron que ALN
tiene un alto riesgo (88.5%) de toxicidad y alteracion del ADN, mientras que AM, DAS
y DADS presentan un riesgo moderado (49.5-54.8%). En la prediccion de Cg, todos
los compuestos mostraron un riesgo moderado (33.4-47.15%). Un estudio previo
realizado por Musk y col. (1997), demostré que DAS y DADS indujeron aberraciones
cromatidicas y SCE (intercambios de cromatidas hermanas) en células in vitro de
ovario de hamster chino, indicando dafio en el ADN, especialmente a dosis altas (>

200 pg/mL para DAS y > 10 yg/mL para DADS), estableciendo que DAS y DADS son
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carcindgenos potenciales. Considerando nuestros resultados predictivos y la evidencia
experimental de Musk y col. (1997), es importante destacar que el consumo excesivo
de A. sativum podria elevar los niveles de estos compuestos bioactivos a
concentraciones perjudiciales, particularmente en mujeres embarazadas, donde los
cambios hormonales vy fisiolégicos pueden ralentizar el metabolismo, aumentar la

exposicion a estos compuestos bioactivos y potenciar los efectos adversos.

Los resultados predictivos sobre hemotoxicidad y anemia indicaron que el
compuesto bioactivo AM tiene una alta probabilidad (>70%) de inducir hemotoxicidad
y anemia, mientras que DADS presentdé una probabilidad moderada (30-60%),
mientras que el DAS mostré una probabilidad moderada de generar exclusivamente
anemia. En la literatura, se han reportado evaluaciones in vivo en modelos murinos
gue indican que el extracto de A. sativum puede inducir anemia hemolitica (Oboh,
2004). En perros, este extracto provoca una disminucién en el recuento de eritrocitos,
hematocrito y concentracibn de hemoglobina, ademas de aumentar la fragilidad
osmoética e inducir hemdlisis (Lee y col., 2000). No obstante, las implicaciones téxicas
de los compuestos bioactivos aislados de A. sativum en EH aun no se comprenden
completamente. Para abordar esta laguna en el conocimiento, se propone realizar una
validacion in vitro sobre EH, con el fin de explorar mas a fondo la precision de las

predicciones in silico.

En otras evaluaciones, los resultados predictivos muestran que DAS tiene una
probabilidad moderada (31.1%) de ser genotoxico, en contraste con DADS, AMy ALN,
gue presentan probabilidades bajas (13.6-21.5%). La genotoxicidad de compuestos

organosulfurados ha sido poco estudiada; sin embargo, estudios previos han arrojado
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resultados contradictorios. Belloir y col. (2006), encontraron que ALN, DAS, DADS y
AM no indujeron rupturas en el ADN en células HepG2 a concentraciones de 5-100
MM por un tiempo de exposicion de 20 horas. En contraste, Arranz y col. (2007),
reportaron que DAS y DADS no causaron dafio al ADN a concentraciones bajas (1-50
MMy 1-5 uM, respectivamente), pero DADS mostré genotoxicidad a concentraciones
mas altas (> 5 uM) por un tiempo de exposicion de 24 horas. Estos resultados destacan
la importancia de considerar la concentracion y el tiempo de exposicidn en la
evaluacion de la genotoxicidad. Nuestros andlisis predictivos, que indican un riesgo
moderado de genotoxicidad para DAS y un riesgo bajo para DADS, AM y ALN, deben

considerarse en conjunto con estos hallazgos experimentales.

Asimismo, se ha establecido que el dafio al ADN esta asociado con anomalias
en el desarrollo embrio-fetal y aumento de la mortalidad de embriones, lo que subraya
la importancia de evaluar la seguridad de estos compuestos bioactivos (Sanchez-
Arguello y col., 2012; Sogbanmu y col., 2016). Nuestros andlisis predictivos revelan
que los compuestos AM, DADS y DAS presentan un riesgo moderado de
embriotoxicidad (38.6-53%) y teratogenicidad (36.4-51.7%), mientras que ALN
muestra un riesgo nulo en ambos casos (0%). Dado el potencial riesgo genotoxico,
embriotéxico y teratogénico de estos compuestos bioactivos se considera esencial

investigar a fondo el impacto real y sus efectos en el desarrollo embrionario.

Los resultados predictivos sobre alertas para riesgo toxico revelan que todos los
compuestos bioactivos de A. sativum presentan alertas comunes relacionadas con las
subestructuras de propileno (C=CC) y etileno (C=C). Segun Filser y col. (2008),

aunque el propileno no demostré ser cancerigeno en estudios a largo plazo en
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roedores, su biotransformacion en oxido de propileno mediante la enzima CYP2E1
plantea preocupaciones sobre su potencial riesgo cancerigeno, ya que el 6xido de
propileno puede alquilar macromoléculas, ser mutagénico y clastogénico directo e
inducir tumores en roedores a altas concentraciones (>300 mg/kg). Por otra parte, el
etileno a altas concentraciones (>20000 ppm) fue agudamente hepatotdxico en ratas
y el 6xido de etileno (producto del metabolismo del etileno por CYP2EL1) esta asociado
a la alquilacion directa de proteinas de union a ARN y ADN, es mutagénico en células
procariotas y eucariotas, es genotoxico, clastogénico, causa translocaciones
hereditarias en células germinales de ratones expuestos y es cancerigeno en ratones

y ratas (Filser y Klein, 2018).

En adicion, los compuestos AM, DADS y ALN mostraron alertas adicionales
especificas, correspondientes a metanotiol (CS), dimetil disulfuro (CSSC) y azufre
elemental (S) respectivamente. En investigaciones previas, Shults y col. (1970),
declararon el caso clinico de un hombre de 53 afios el cual fue hospitalizado debido a
un coma que aparecido poco después de la exposicion al metanotiol, en donde
desarroll6 anemia hemolitica grave y metahemoglobinemia, donde el mecanismo
probable de la hemdlisis fue el efecto oxidante del metanotiol en una persona con
deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa eritrocitaria (G-6-PD). ElI coma
profundo persistié hasta la muerte, 28 dias después de la exposicion. Los estudios en
modelos murinos revelan que el metanotiol induce toxicidad en el sistema nervioso
central y en tejidos respiratorios; los efectos neurotéxicos incluyen inquietud, debilidad
muscular progresiva, convulsiones, depresion respiratoria y cianosis, asociados con
metahemoglobinemia (Shults y col., 1970). Ademas, en células epiteliales bronquiales
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humanas (16HBE), el metanotiol induce citotoxicidad a concentraciones de 10-50 uM,
mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno, activacion del factor de
necrosis tumoral, disminucién del potencial de membrana mitocrondrial y necrosis

celular. (Leiy col., 2022).

Respecto al dimetil disulfuro, es una sustancia peligrosa cuyos efectos nocivos
aumentan conforme se eleva la concentracion de exposicion por inhalacién (>1%
molar), provocando sintomas que van desde un mal sabor de boca, nduseas, vomitos,
irritacion de mucosas, ojos y piel, hasta necrosis, y en casos de sobreexposicion,
puede tener efectos sistémicos adicionales como depresion respiratoria y alteraciones
del sistema nervioso central mortales, incluida la paralisis diafragmatica y el coma
(Demchuk y col., 2018). En tanto, el azufre elemental genera sintomas respiratorios y
una disminucion de la funcion pulmonar, efectos toxicos que estan influenciados por
factores como la concentracion, el tiempo de exposicion y el estado redox de los

organismos afectados (Cetkauskaité y col., 2004; Raanan y col., 2017).

En conjunto, estos hallazgos indican que los compuestos bioactivos de A.
sativum pueden representar un riesgo para la salud humana debido a la presencia de
subestructuras potencialmente téxicas como propileno, etileno, metanotiol, dimetil

disulfuro y azufre elemental que pueden inducir dafio celular, oxidativo y genotéxico.

En relaciébn con nuestro analisis predictivo sobre ERA, este revela que el
compuesto bioactivo DAS tuvo una probabilidad alta (98%) de activar esta via. La
prediccién de activacion de ERA se corrobora con el estudio reportado por Egbujor y
col. (2022), sobre compuestos organosulfurados derivados de A. sativum (aliina y

DAS) que destaca el papel crucial del azufre en la activacion de la via de sefalizacion
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de Nrf2 (factor eritroide 2), inducida por dafio celular y estrés oxidativo, mediante su
reaccion con grupos sulfhidrilo (-SH) y posterior union a ERA, lo que induce la
transcripcion de genes antioxidantes como glutation S-transferasa, superoxido
dismutasa y catalasa; si esta induccion es excesiva conlleva a una desregulacion de
procesos oxido-reduccion, que reduce la actividad metabdlica de las células afectadas

(Pérez-Torres y Rubio-Ruiz, 2017).

En cuanto al andlisis predictivo sobre la activacion de p53, este indica que el
compuesto bioactivo DADS tiene una probabilidad alta (98.1%) de activarla. Esta
prediccidn esta en concordancia con el estudio previo de Yin y col. (2014), quienes
mediante un ensayo MTT, demostraron que DADS redujo la viabilidad celular de
manera dependiente de la dosis y el tiempo en el carcinoma de células escamosas del
esb6fago, mostrando ademas citoxicidad en células hepaticas normales, mediante
detencion de la fase G2/M debido a la disminucion de ciclina en concomitancia con la
activacion de la via p53. Lo anterior podria llevar a la generacion de hepatopatias

téxicas como la hepatitis toxica fulminante.

En general, las predicciones in silico realizadas sobre los 4 compuestos
bioactivos de A. sativum (30 en total) indican que el compuesto DADS presenta un
mayor numero de parametros asociados o que favorecen la toxicidad (12 parametros),
con probabilidades altas (70-100%) de exhibir tales caracteristicas, segun la
evaluacion de propiedades farmacocinéticas, interacciones con CYP450,
caracteristicas toxicoldgicas y vias de sefializacidon; seguido de los compuestos

bioactivos ALN y DAS (11 parametros) (Cuadro 17). Por el contrario, el AM y la ALN
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mostraron la mayor cantidad de parametros favorables o potencialmente no téxicos

(14).

En este trabajo se realizaron evaluaciones in vitro empleando EH como entidades
de referencia sobre hemotoxicidad y anemia. Después del contacto directo de los EH
con los tratamientos de diferentes concentraciones (0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 10 y 100
mg/mL) de los compuestos bioactivos de A. sativum (AM, DAS, DADS y ALN), se
observd una hemotoxicidad superior al 25% (limite bioseguro establecido por la FDA)
en concentraciones de 10 y 100 mg/mL para DAS, AM y DADS, y adicionalmente en

1 mg/mL para DADS (Amin y Dannenfelser, 2006).

Al momento de redactar el presente trabajo, no se han reportado estudios sobre
la actividad hemolitica en EH de los compuestos bioactivos aislados de A. sativum, por
lo que se realizé la evaluacion de toxicidad en células eritrocitarias. Sin embargo,
nuestro estudio es comparable con la investigacion in vitro reportada por Furdak y col.
(2024), quienes evaluaron los efectos del extracto de A. sativum (rico en ALN Yy otros
compuestos organosulfurados como AM, DAS y DADS) en EH. En dicho estudio, se
observd que el extracto indujo la unién de la hemoglobina a la membrana de los EH,
caracteristica de la agregacion de hemoglobina oxidada y desnaturalizada, y aumenté
la fragilidad osmdtica, lo que llevé a hemdlisis de manera dosis-dependiente (CE50
65.9 mM). En adicion, Munday y col. (2003), evaluaron el efecto de varios sulfuros
alifaticos, incluyendo DAS y DADS, en un modelo murino. Sus resultados demostraron
gue los compuestos alilo, como DAS y DADS, tienen una mayor capacidad para
generar peréxido de hidrégeno y causar dafio oxidativo en eritrocitos, lo que puede

inducir anemia hemolitica.
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Cuadro 17. Integracion de resultados predictivos de los 4 compuestos bioactivos de A. sativum

) Inhibidor de ; o
Propiedades » Sustrato de o o Vias de Distribucion de
o subfamilias B Caracteristicas toxicoldgicas oo )
farmacocinéticas CYP450 subfamilias CYP450 sefalizacion parametros

EP 11 2 3 4 5 6J7 8 9 10 11|12 13 14 15 16|17 18 19 20 21 22 23 24 25 26|27 28 29 30| B M A

CcB
DAE 11 10 9
AM 14 10 6
DAS 8 11 11
DADS 10 8 12
ALN 14 5 11

Etiqueta semaforo: verde indica una probabilidad de 0-29%, amarillo indica una probabilidad de 30-69%, rojo indica una
probabilidad de 70-100%

EP: Evaluacién predictiva; CB: Compuesto bioactivo; DAE: Control estructural Dialil éter; Propiedades farmacocinéticas: 1.
AGI, 2. UPP, 3. BHE, 4. Sustrato PgP, 5. T1/2, 6. DR; Inhibidor de subfamilias CYP450: 7. 1A2, 8. 2C9, 9. 2C19, 10. 2D6,
11. 3A4; Sustrato de subfamilias CYP450: 12. 1A2, 13. 2C9, 14. 2C19, 15. 2D6, 16. 3A4; Caracteristicas toxicologicas: 17.
HT, 18. TR, 19. TOAR, 20. Tames, 21. Cg, 22. Hemo, 23. Anemia, 24. Genotoxicidad, 25. Embriotoxicidad, 26.
Teratogenicidad; Vias de sefializacion: 27. PPAR-Gamma, 28. FCT, 29. ERA, 30. p53

B: Numero de parametros con probabilidad baja (0- 29%), M: Niumero de parametros con probabilidad moderada (30-69%),
A: Numero de pardmetros con probabilidad alta (70-100%).
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Las observaciones derivadas del presente trabajo sugieren que los compuestos
bioactivos de A. sativum pueden representar un riesgo para la salud humana
dependiente de la dosis, debido a su capacidad para inducir hemotoxicidad en
eritrocitos humanos. Estos resultados tienen implicaciones importantes para la
evaluacion del riesgo-beneficio del uso de estos compuestos bioactivos en

aplicaciones terapéuticas.

En lo referente a las evaluaciones toxicologicas en embriones de G. gallus, todos
los compuestos bioactivos evaluados presentaron en al menos una concentracién un
criterio sistematico relacionado a embriotoxicidad o teratogénesis, considerando los
datos del ensayo in ovo (cuadro 9-14), de aqui se calcul6 tanto la CLso embriotoxica
como la CEso teratogénica (Cuadro 15), facilitando la ponderacién de los efectos

toxicos en el desarrollo embrio-fetal.

Los resultados mostraron que los compuestos bioactivos con un valor de PT < 1
presentaron una mayor tendencia a inducir muerte embrionaria antes de que se
produzcan defectos congénitos (Selderslaghs y col., 2009). En este sentido, se puede
establecer una jerarquia de toxicidad embriotoxica entre los compuestos evaluados.
En especifico, el compuesto bioactivo mas embriotdxico corresponde a la ALN (PT
0.01) con una CL50 de 0.47 mg/kg, CE50 de 46.90 mg/kg. En segundo lugar, AM (PT
0.04) con una CL50 de 3.71 mg/kg, CE50 de 82.82 mg/kg y en tercer lugar el DADS
(PT 0.16) con una CL50 de 2.59, CE50 de 15.96; ubicandolos en la categoria C de
factor de riesgo en embarazo establecido por la FDA. Esto implica que su uso debe

ser cuidadosamente evaluado, considerando la relacion beneficio/riesgo, en virtud de
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la evidencia de efectos adversos en modelos animales y la falta de estudios

controlados en humanos (cuadro 18) (Unfried., 2007).

El mecanismo embriotoxico de ALN, AM y DADS se atribuye probablemente a su
capacidad para generar especies reactivas de oxigeno (ROS) capaces de dafiar las
estructuras celulares y provocar apoptosis en las células embrionarias, ademas de
tener como diana especifica a la B-tubulina la cual es S-tiolada y esta modificacion
inhibe su capacidad de formar microtdbulos durante la mitosis y por tanto afecta la
division celular (Chu y col.,, 2013; Smith y col., 2016). Nuestros resultados se
correlacionan con los hallazgos de Thomas y col. (1987), quienes evaluaron la
embriotoxicidad del n-butil mercaptano, un compuesto que contiene grupos tiol pero
gue carece de grupos alilo como los compuestos bioactivos aqui evaluados. En ese
estudio, se observé que la exposicion a 68 y 152 ppm de n-butil mercaptano indujo un
aumento significativo en la pérdida postimplantacional y la reabsorcién temprana en

ratones, indicando una clara embriotoxicidad.

Por ultimo, cuando el valor de PT >1, indica que el compuesto bioactivo tiene un
mayor potencial para causar defectos congénitos a dosis que no son letales para el
embridn, entre mayor sea PT mas efectos teratogénicos se esperaran (Selderslaghs y
col., 2009). Asi, tanto el compuesto bioactivo DAS (PT 2.51, CLso: 45.54 mg/kg, CEso:
18.13 mg/kg) como el control estructural no sulfuroso DAE (PT 32.47, CLso: 982.10
mg/kg, CEso: 30.24 mg/kg) presentaron un mayor riesgo de inducir teratogenicidad
(cianosis, gastrosquisis y malformaciones) en comparacién de los otros compuestos
bioactivos evaluados. La FDA los clasifica en la categoria C-D, indicando evidencia de

riesgo fetal en modelos animales y no recomienda su uso, especialmente en dosis
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elevadas y administracion prolongada o intermitente, debido a su asociacion con
mayor mortalidad perinatal y efectos teratogénicos adversos (Cuadro 18) (Unfried.,

2007).

De manera general, la evaluacion embriotoxica y teratogénica in ovo sobre los 4
compuestos bioactivos de A. sativum concluye que el compuesto ALN es el mas
embriotéxico, con una CLsp de 0.47 mg/Kg, mientras que el compuesto DAS mostro el

mayor potencial teratogénico, con una CEsp del 18.13 mg/Kg.
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Cuadro 18. Integracion de resultados predictivos y bioldgicos de embriotoxicidad y teratogénesis de los 4 compuestos

bioactivos de A. sativum

Integracion de resultados embriotoxicidad y teratogénesis

Embriotoxicidad

Teratogénesis

Compuesto In silico In silico ClLso CEso Potencial Categorizacion
(%) (%) mg/kg mg/kg teratogénico FDA

DAE 67.6 36.4 982.10 30.24 32.47 C-D

AM 53 (1) 51.7 () 3.71 () 82.82 (IV) 0.04 C

DAS 38.6 () 36.4 (Il 45.54 (1V) 18.13 (Il) 2.51 C-D

DADS 45.6 (11 37.5 (Il) 2.59 (1) 15.96 (1) 0.16 C

ALN 0 (V) 0 (V) 0.47 (1) 46.90 (111) 0.01 C

Los compuestos bioactivos se clasificaron en orden decreciente de toxicidad, desde | (maximo) hasta IV (minimo).

113



Xl. CONCLUSIONES

11.1. El analisis predictivo in silico indicé que el compuesto bioactivo DADS
presenta una mayor probabilidad de ser téxico debido a sus propiedades
farmacocinéticas, interaccion con CYP450, caracteristicas toxicoldgicas y vias de

sefalizacion.

11.2. Se determin6 que el compuesto bioactivo con mayor efecto hemotoéxico
sobre células eritrocitarias corresponde al DADS, al superar los limites de bioseguridad
establecidos por la FDA (>25% de hemotoxicidad) a las concentraciones de 1, 10 y

100 mg/mL.

11.3. Se determind que ALN es el compuesto bioactivo con mayor efecto
embriotoxico sobre embriones G. gallus, con un valor de PT 0.01 y una ClLso 0.47
mg/Kg, indicativo de presentar un mayor riesgo de inducir muerte embrionaria

(embriotoxicidad) antes de que se produzcan defectos congénitos (teratogénesis).

11.4. La evaluacion teratogénica in ovo determiné que el compuesto bioactivo
DAS presenta un mayor riesgo de inducir defectos congénitos con un valor de PT 2.51
y una CEsp 18.13 mg/Kg, estos resultados posicionan a este compuesto en la categoria
C-D de la FDA, en donde se desaconseja su uso a dosis elevadas y administracion

prolongada.
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XIl. PERSPECTIVAS

Realizar analisis de interaccidn entre compuestos bioactivos de A. sativum y
otros fitofarmacos para identificar posibles sinergias, aditividad, indiferencias o
interacciones adversas (antagonismos) a nivel in vitro (EH) e in vivo (in ovo).
Desarrollar 'y evaluar formulaciones farmacéuticas que presenten
concentraciones seguras de los compuestos bioactivos.

Caracterizar el mecanismo molecular por el cual los compuestos bioactivos de
A. sativum inducen efectos teratogénicos.

Realizar estudios toxicolégicos en modelos animales como ratén o rata con

patologias especificas para ponderar la relacion riesgo-beneficio.
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XIV. ANEXOS

Anexo.l Caracteristicas sisteméaticas asociadas a embriotoxicidad. A. Producto
de gestacion con desarrollo normal, B. Embrion con ausencia de latido, C. Licuefaccion

de proteinas.

A. Producto de gestacion con desarrollo normal en el punto 1 de control (dia 7

de incubacién)
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B. Embrién con ausencia de latido
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C. Licuefaccion de proteinas
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Anexo 2. Caracteristicas sistematicas asociadas a teratogénesis. A. Producto de

gestacion con desarrollo normal, B. Embrién con malformaciones en cuerpo (cara,
pico y extremidades), C. Gastrosquisis, D. Cianosis.

A. Producto de gestacion con desarrollo normal en el punto 2 de control (15 dias
de incubacion)
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B. Embrién con malformaciones en cuerpo (cara, pico y extremidades)
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C. Gastrosquisis
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D. Cianosis
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ADME

ADMET

AGI
BHE
BPL

CG

Cg Gt
Cg no Gt
CYP1A2
CYP2C9
CYP2D6
CYP3A4
DR

EDTA

ERA

XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

Absorcion, distribucion, metabolismo vy

excrecion

Absorcién, distribucion, metabolismo vy

eliminacién y toxicidad
Absorcion gastrointestinal
Barrera hematoencefalica
Buenas practicas de Laboratorio
Carcinogenicidad
Carcinogenicidad genotoéxica
Carcinogenicidad no genotoxica
Citocromo P450 1A2

Citocromo P450 2C9

Citocromo P450 2D6

Citocromo P450 3A4
Depuracion renal

Anticoagulante acido

etilendiaminotetraacético

Elemento de respuesta antioxidante
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FCT
FDA
HT
p53
PCT

PPAR

PPAR-gamma

TY
TAmes
TOAR
TR

UPP

Factor del choque térmico
Food and Drug administration
Hepatoxicidad

Supresor tumoral p53
Proteinas de choque térmico

Receptores activados por proliferadores

de peroxisomas

Receptor activado por proliferador de

peroxisoma

Tiempo de vida media

Toxicidad Ames por mutagenicidad
Toxicidad oral aguda en ratas
Toxicidad respiratoria

Unién a proteinas plasméticas
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