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ACCION ANTIMICOTICA DE EXTRACTOS DE ALLIUM SATIVUM

Rubén Garcefa, Silvia Erazo, Igor Lemus, Rafael Donoso.
Departamento de Farmacologra. Facultad de Ciencias Quimicas

RESUMEN

Se realiz6 un estudio fitomicrobiologico con
extractos de Allium sativum (ajo) Se identifico
en el extracto el principio activo alicina. Se estudio
S accion antimicotica frente a varias cepas de Asper-
gllus fumigatus, Candida albicans y diversos derma-
tofitos. También se compard la actividad antimicdtica
de estos extractos con diversos farmacos antimico-
ficos de uso clinico.

INTRODUCCION

E!l Allium sativum (ajo) es una planta pertene-
ciente a la familia de las Liliaceae, con flores blancas,
que en la raiz forma un bulbo blanco, redondo,
compuesto de varias partes o dientes ovalados de
olor marcado y de sabor picante.

Entre los muchos usos medicinales que ha
tenido a lo largo de la historia, se encuentran los
que derivan de sus efectos cardiovasculares, de su
accion anticancerigena y de sus propiedades anti-
bacterjanas y antifiingicas (Bolton S. 1982, Lazo
W. 1983).

El principio activo de A. sativum al cual se le
atribuyen las propiedades antibacterianas y antifiin-
gicas se ha denominado ‘‘alicina™ (Cavallito C. y
Bailey J. 1944). Esta sustancia no se encuentra
como tal en la planta, sino que se forma al destruir
el bulbo. Su precursor es la aliina, la que se trans-
forma en alicina mediante la accién de la enzima
alinasa.

Se ha descrito en la literatura que la alicina
¥ es activa “'in vitro™ frente a varias especies pertene-
centes al género Aspergillus (Yamada y Azuma,
1977). Estas mismas especies de Aspergillus, princi-
pimente A. fumigatus y también. aunque con
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SUMMARY
[Anrimicoric activity of Allium sativum extracts)

By a phyto-microbiological study of Allium
sativum (garlic) it was obtained an antimycotic
factor named allicin whose activity against Asper-
gillus fumigarus, Candida albicans and several derma-
tophytes was investigated. The antimycotic activity
of these extracts was also compared with several
antimycotic drugs of clinical use.

con menor frecuencia, A flavus, A. niger, A. nidulans,
pueden ser patégenos para el hombre (Yarzdbal
y col. 1974) y ocasionar micosis llamadas asper-
gilosis. Entre ellas esti la “aspergilosis pulmonar”
que es una micosis generalmente oportunista. La
frecuencia de la enfermedad es dificil de precisar.
En material de autopsias se ha informado de una
frecuencia de 0.7 a 5.8 o/o en pacientes con neo-
plasias y alrededor de 3 ofo en pacientes transplan-
tados con inmunosupresion (Oddé y Gonzédlez,
1984). ,

Las alternativas terapéuticas actuales para el
tratamiento de esta patologfa son escasas y no siem-
pre efectivas.

Consideramos importante iniciar el estudio
fitoquimico, nicrobioldgico y farmacoldgico en
A. sativum disponible en nuestro mercado y proyec-
tar sus resultados futuros a modelos experimentales
para su posible aplicacién clinica en la aspergilosis
pulmonar.

MATERIALES Y METODOS
Fitoquimica

A partir de un homogenizado de los bulbos
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frescos de esta planta (Esquema N° 1), se obtuvo
extractos usando los métodos descritos en la lite-
ratura (Cavallito y Bailey, 1944; Tansey y Appleton,
1975; Fromtling y Bulmer, 1978).

La estabilidad de estos extractos fue determina-
da mediante la variacién de Rf que experimentaban
en la cromatografia en capa fina a través del tiempo
y en la dismnucion de la actividad antifingica
“in vitro” de los mismos.

La purifizacién de los extractos fue realizada
aprovechando as diferencias de solubilidad de las
sustancias que lo componen, mediante el tratamiento
con sistemnas de solventes de diferente polaridad
(hexano/agua y cloroformo/agua).

L2 separacién de las sustancias activas del
extracto purificado (extracto activo) fue realizada
por el sistema de cromatografia preparativa en
capa fina de gel de silice (cloroformofacetate de
etilo 9—1), que presenta ventajas en relacién al
tiempo del proceso y, por ende, una menor descom-
posicién de los componentes activos en relacion
a otros procesos similares (columna cromatogrifica).

MICROBIOLOGIA

Evaluacidon de la accién antifiingica de extrac-
tos de A. sativum “in vitro”.

1. Extracto:

Una porcién del extracto activo de pH 6-7
se suspendio en una solucién de carboximetilcelulosa
al 1 ofo. Esta suspension de concentracion conocida,
se¢ diluyd en forma adecuada para ser utilizada en
los ensayos de sengibilidad.

2.  Microorganismos de prueba:

Cepas aistadas de muestras clinicas tomadas
en diferentes pacientes del Hospital San José:

Aspergillus fumigatus.

Aspergillus niger.

Candida albicans.

Trichophyton mentagrophytes.

Trichophyton rubrum,

Microsporum canis.

Microsporum gypseum.

3. Método de Inoculacién:

En los estudios preliminares se utilizé el méto-
do de difusion en medio sélido, mediante ¢l sistema
de discos de paPel de 6 mm de didmetro con 0.1
ml de la droga 'en estudio. Estos discos se impreg-
naron con extractos de alicina diluidos, alcanzando
concentraciones entre 0.01-0.05 ug/disco. Se colo-
caron 4 discos por cada placa de Petri, que contenia
agar maltosa, previamente inoculado con 1 mi de
suspension de A. fumigatus. Las placas fueron incu-
badas a 37° C durante 48 horas.

La concentracién inhibitoria minima (C.L.M.),
se determind por el método de dilucién en serie en
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nolina, Ketoconazol, Nistatina, Tolnaftato, Griseo-

medio liquido. Se utilizaron tubos que contenian,
aproximadamente, 3 ml de caldo maltosado y dife-
rentes concentraciones de alicina incluida en el
extracto. Cada tubo se sembré con 0.05 ml de sus-
pension de esporas (1.5 x 108 esporas/mi) y luego
fue incubado a 372 C. El resultado se evalud a las
48 horas y los tubos fueron colocados nuevamente
en la cdmara a 37° C para estudiar la estabilidad
del extracto.

Los dermatofitos fueron incubados a 259 C
durante 5 dias. Los demis hongos se incubaron 2
379 C durante 48 horas.

Todos los farmacos fueron disueltos en dimetil-
formamida (DMF), a razén de 5 mi por cada 20 mg
del férmaco y luego didos en vohimenes
adecuados de una solucién de carboximetilcelulosa al
1 ojo. El tubo control de agar Sabouraud contenia]
DMF a1 0.5 ofo.

Los resultados fueron evaluados mediante
observaciones macroscopicas cuando existié duda de
la identidad del desarrollo (contaminacién).

Férmacos utilizados en los estudios comparativos:
Anfotericina B, Clotrimazol, Diyodohidroxiqui:

fulvina.
Todos estos ffrmacos fueron disueltos en
di-metil-formamida al 0.50/0.

RESULTADOS

Acci6én antimicStica del extracto de alicina.

Mediante el procedimiento sefialado en la parte
fitoquimica de Materiales y Métodos, se logro separa
la sustancia activa de este extracto ¢ identificarla en
fotométrico como alicina,

se pudo determinar que el extracto cloroférmice
era el mis estable y presents la ventaja adiciona
de ser de fécil evaporacién a temperatura ambiente.

(I.C.N. Pharmaceutical INC), ademds de las caracte;
risticas fisi fmicas del producto sintetizado :
partir de la cién del disulfuro.

Los resultados que se resumen en las Tablaf
1 y 2 dan cuents de las CIM determinadas en la
mismas condiciones tanto para los firmacos com
para ¢l extracto de A. sativum.

Se determiné la sensibilidad de varias cep
de A. fumigatus freate al extracto de A. sativu
obteniéndose concdntraciones inhibitorias minim
(CIM)entre 10y 30 ug/ml. ,

Los dermatofitos fueron menos sensibles
extracto de A. sstivam que los farmacos antimicoti
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utilizados en el estudio comparativo.

El extracto de A sativum presenté buena es-
tabilidad durante la incubacién a 37° C, comparado
con la anfotericina B y la nistatina que, fueron
los firmacos menos estables de los que se incluyeron
en este estudio.

Al analizar los valores expuestos en la Tabla !
s¢ observa que las CIM del extracto frente a las
diversas especies de Aspergillus estudiadas son seme-
jantes a las de los fiarmacos antimicéticos usados.

Las CIM de ketoconazol, aunque algo elevadas,
se encuentran dentro de los rangos descritos por
Heel y col.

La inclusion de la diyodohidroxiquinolina
en los estudios comparativos, aunque generalmente
no se la describe como un fdrmaco antimicdtico
de uso sistémico, se debe a que ella ha sido utilizada
en el tratamiento de la aspergilosis pulmonar (Hors-
field y col, 1977).

La dimetilfformamida utilizada para disolver
los firmacos no interfiere en los resultados obtenidos,
ya que si bien esta presenta accidn fungistdtica, lo

hace a concentraciones del 5 ofo o mis (Kittila,
1967). En nuestros ensayos la concentracion final
de DMF fue siempre inferior al 1 ofo.

CONCLUSIONES

1. Mediante métodos fitoquimicos se aistaron
tres sustancias de naturaleza alquiltiosulfinato (R-
S-S-R} a partir de un extracto cloroférmico activo
de la especie A. sativam. Una de las sustancias acti-
vas corresponde a la alicina, producto ya descrito
en esta especie.

2.  Se demostrd la accion antifiingica del extrac-
to. Se compar6 dicha actividad con la de fidrmacos
antimicOticos de uso clinico, frente a diferentes
especies de hongos; encontrdndose que el extracto
activo presentaba una concentracién inhibitoria
minima antifingica semejante a la de los firmacos
de uso clinico.

- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACCION ANTIFUNGICA DE ALLIUM SATIVUM Y LOS PRINCIPALES

FARMACOS ANTIMICOTICOS
TABLA 1

FARMACO
HONGO AL AT CT DY KC NT
A. fumigatus SM 10-15 10-15 0,5-1 5-10 5-10 5-10
A. fumigatus 110 10-20 10-20 0,51 5-10 5-10 5-10
A. fumigatus 360 20-30 10-20 1-2 10-20 10-20 10-20
A. niger 106 10-20 10-20 1-2 5-10 15-30 20-30
C. albicans 410 50-80 0.1-0.5 1-5 300-500 10-20 5-10

TABLA 2

FARMACO
HONGO AL CT KC NT TN GF
T. mentagrophytes 60-80 0.05-0.1 1-5 1-5 0.01-0.05 1-5
T. rubrum 305 15-30  0.01-0.05 1-5 0.1-0.5 0.005-001 0.1-0.5
M. canis MC 15-30  0.01.0.05 1-5 1-5 0.01-0.05 0.1-0.5
M. gypseum 201 50-60  0.01-0.05 1--5 1-5 0.01-0.05 1-5

T

-

AL: Extracto de Allium
AT: Anfotericina B

CT: Clotrimazol

DY : Diyodohidroxiquinolina

KC: Ketoconazol
NT: Nistatina
TN: Tolnaftato
GF: Griseofulvina

Los valores de las tablas corresponden a las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) determinadas a los 5 dias
para los dermatofitos y a las 48 horas para los demds microorganismos. Las CIM estdn expresadas en mcg/ml,

excepto para Nistatina que estdn en U /ml.
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Allium sativam L. (ajo)

(Bulbos frescos)
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FIGURA 1
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Fraccion Acuosa Fraccion n-Hexanica
cloroformo
n-hexano l
Fraccién Cloroférmica Fraccion Acuosa
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