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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién se realizé con la finalidad de determinar
la “ACTIVIDAD ANTIFUNGICA “in vitro” DEL EXTRACTO DE TRES

VARIEDADES DE Aiiium sativum SOBRE Cryptococus neoformans.

Se utilizaron las variedades Chuschi, Napuri y Arequipefia de la especie

Allium sativum “Ajo”, que fueron identificados y seleccionadas por el laboratorio

de fitopatologia del Instituto Nacional de Investigacién Agraria-Ayacucho.
La actividad antifiingica se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

Se prepararon extractos acuoso, metanélico, de cada variedad de Allium
sativum a concentraciones de 100%, 90%,80%5,70%,60%,50%, respectivamente.
La actividad antifiingica se determind utilizado el método de dilucién en
Agar Saboraud, utilizando como estindar el ketoconazol a una concentracién de
{10 ug/mi).
Se logré mejor actividad fungicida y fungistdtica con el extracto etandlico

de la variedad Chuschi. a una concentracién de 50%.



El extracto acuoso con la variedad Napuri y Arequipefia no mostré

teper actividad al 100% de concentracidn.



INTRODUCCION
El conocimiento tradicional v popular sobre las propiedades medicinales de
las plantas debera ser comprobado y validado para garantizar una terapia
adecuada, eficaz y con minimos riesgos de ocasionar efectos secundarios o

toxicidad que pueda resultar peor que la enfermedad (CACERES,A.,1996).

El “Ajo™ Allium sativum es una hortaliza herbdcea con bulbo utilizade
durante siglos por sus propiedades saborizantes, aromét.icas y medicinales. Gran
cantidad de estudios realizados en los Gltimos 15 afios confirman lo que fite dicho
durante muchas generaciones “ que lo que comas, sea tu medicina’ las
propiedades reconocidas del ajo se refieren a su poder fungicida y bactericida ,la
capacidad de regular niveles de lipidos y colesterol asi como las propiedades anti-
tumurales (BENAVIDES, Y RAMIREZ,1999).

La trituracién de Ias plantas constituye por lo general la cuarta operacién a
practicar, no ofrece dudas que si se quiere incorporar a las tisanas la mayor parte
posible de los principios medicinales que las plantas conmtienen, estas deben
utilizarse cuanto mas desmenuzados mejor. No obstante, como sea que las plantas

una vez ftrituradas, son de mas dificil conservacién, o sea que pierden sus



propiedades con mayor facilidad, creemos muy aconsejable no proceder a esta
operacidn hasta el momento de tener que uti!iza:;las (VANDER, A., 1987).

Los principios activos no se distribuyen de una manera uniforme por toda la
planta, se concentra preferentemente en las flores, las hojas y las raices, con
menos frecuencia en las Semillas, frutos y corteza. El contenido de los principios
activos de una planta medicinal varia segiin el hdbitat de la misma, de la
recoleccién y la preparacién (DE FIOVICENZO, Z., 1992).

La distribucién geogrifica de los Cryptococcus neoformans es cosmopolita v

es considerado problema de Salud publica, en nuestro medio se han reportado
muchos casos de Criptococosis despuds de haber padecido las enfermedades
como; tuberculosis, infecciones respiratorias, también se han encontrado en
autopsias rutinarias en personas que gozaban de salud peffecta.

Ante esta realidad era necesario realizar el presente trabajo de investigacién y

aportar' en lo posible la bioactividad in viro de Allium sativum sobre

Cryptococus neofarmans *Ajo”, fijandose los sigumentes objetivos:

OBJETIVO GENERAL:
- Determinar la actividad antifiingica in vitro de tres variedades de Allium sativum

“Ajo” sobre Cryptococcus neoformans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:- Probar la actividad antifingica de cada uno de

las variedades del  extracto del Allium sativum “Ajo”{Acuoso, Etandlico,

Metauélico) sobre el Cryptococcus neoformans.



- Encontrar ia concentracién minima inhibitoria (CMI) de las tres variedades del

extracto del Allium sativum “Ajo”.

- Encontrar la concentracién minima fungicida (CFM) de las tres variedades del
extracto del Allium sativum “Ajo”.
- Comparar la actividad antifiingica del extracto del “Ajo” con la capacidad de

inhibicion de la Ketoconazol.



L-REVISION BIBLIOGRAFICA

1.- DESCRIPCION BOTANICA DEL Allium sativam “Ajo”.

Es una hortaliza herbdcea forma parte del grupo de los llamados hortalizas, de
comportamiento bianual con caracteristicas anatémicas y fisiolégicas muy
particulares (MAROTO, B., 1983).

El “Ajo”; es una planta de raices muy numerosas blancas fasciculadas y poco
profundas (MAROTO,B., 1983).

El bulbo consiste en un corto tallo, con 6-12 sub tallos, generalmente en
nimero de 10, reunidos en su base formando la “cabeza” de “Ajo” y cada uno por
separado el “diente” del “Ajo” a su vez envuelta en una tinica blanca y rojiza.
(PALACIOS, R., 1998).

El conjunto del disco, “dientes” (en cantidad muy variado) vy tinicas se
denominan “bulbo” del “Ajo” este elemento es el comercialmente aprovechable
con la denominacién vulgar de cabeza (GARCIA,A., 1990).

Los bulbos consta de 6 a 12 dientes generalmente en mimero de 10,
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reunidos en su base formando la “cabeza” del “Ajo” y cada uno por separado, se
halla envuelta en una tGnica blanca o rojiza.

Los bulbillos o dientes se hallan recubiertos por emvolturas o cdscaras
rosadas, blancas o morad?s segin la variedad; que los mantiene adheridos,
impidiendo el desgranamiento, factor importante para la exportacién del producto,
los dientes periféricos son arqueados y de mayor tamafio que los del centro
(PALACIOS, R., 1998).

El fruto es una cédpsula que contiene 1 6 2 semillas por comportamiento es
una especie que normalmente florece en climas templados, pero sobre todo
aunque florezca dificilmente forma semillas, si bien en la umbela aparecen

numerosos bulbillos (MAROTOQ, B., 1983).

1.1..-TAXONOMIA.
GARCIA, B., (1990), Menciona como la mejor clasificacion a Engler y dice;

El Allium sativum pertenece taxonémicamente a la familia LILIACEAE, sub

familia ALLIOIDEAE. La descripcion sobre la ubicacioén taxonémica de este

cultivo en cuanto a la familia a la que pertenece radica en la estructura de la flor.

Reino : Vegetal

Division : Faner6gamas
Sub - division : Angiospermas
Clase : Monocotiledones
Orden : Liliflorales

Familia : Liliaceas
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Sub - familia : Alliodeas
Género : Allium
Especie : Sativum.

1.2.-VARIEDADES.

Las variedades cultivadas se puede considerar pricticamente como
nacionales, estando divididas en forma general en 2 grupos; “Ajo Arequipefio” v
“Ajo de la Costa™, el primero es el mas cultivado; da bulbos de buen tamaiio,
bien compactos como bastante uniformes. La variedad denominado “Ajo criollo”
o Napuri de mas 6 menos 6 meses de periodo vegetativo, presenta un bulbo un
tanto achatado, compuesto de 1 a 15 dientes redondeados y bastante simétricos
forma una cabeza regular; rara vez se presenta dientes montados (MORIN Y
HOLLE, 1969).

En nuestro pais, el “Ajo” fue introducido hace muchos aftos y las variedades
cultivadas son conocidas con diversos nombres locales. (DELGADO, D., 1988),
menciona que en el Perli existen aproximadamente 6 cultivares los cuales son
“Morado Arequipefio”, de buena conservaciém, tiene aproximadamente 20
dientes por bulbo. su didmetro promedio es de 50 mm, tiene rendimiento que
oscilan entre 6.5 y 9.8 TM/ha. *Napuri’ ss de color violiceo y de buena
congervacion tiene :;proximadamente 12 -15 dientes redondeados y simétricos en
cada bulbo su didmetro promedio es de 40 mm y tiene un rendimiento que Oscilan
entre 7-12 TM/ha.
2.-USOS MEDICINALES ATRIBUIDOS

A lo largo de [a historia el “Ajo” viene siendo utilizado para fines terapéuticos ;
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Hipécrates el padre de la Medicina, usaba el “Ajo” como diurético, laxante y
contra la lepra. Aristételes recomendaba el “Ajo” para que los atletas aumentaran
su resistencia fisica en las  competencias deportivos y el Poeta Virgilio decfa que
el “Ajo” aumentaba el vigor de los que realizaban trabajos pesados, Paracelso
consideraba el “Ajo” una planta sagrada. El Dr. Paavoe Airola, antor del libro “El
Milagro del Ajo” que desde hace afios realizaba experiencias con el Ajo, sefiala
otras utilidades: “He usado el “Ajo” con éxito en el tratamiento de pacientes con
disenteria, dispepsia, bronquitis, fermentacién intestinal jpresién alta y pardsitos
intestinales”. Al “Ajo” se le atribuye efectos benéficos contra la anemia,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades de! Aparato respiratorio, présién
alta y como eliminador de toxinas (CIRCULMAR 1997).
Tépicamente se usa en compresas y cataplasmas para tratar afeccicnes de la
piel (escrifulas, piodermia, dGlcera, tifia, leucorrea, reumatismo, vaginitis,
induraciones, verrugas y tumores), se aplica como ungitento para eliminar

callosidades (CACERES, A, 1996).

3.- COMPOSICION QUIMICA ,PROPIEDADES Y TOXICIDAD.

El bulbo contiene aceite volatil sulfiwrado ( 33 compuestos como di. tri y
tetrasulfiro), - mucilago, esteroides, (aliina, alicina),
glucécidos (fiuctosanas), fosfolipidos, vitaminas (A B.C), nicotilamida, 17
amino4cidos {derivados de cisteina y cisteinglicina) y antocianinas {glucdsidos 3
de cianidina) (CACERES,A., 1996).

La Alifna es el compuesto que proporciona el sabor del Ajo crudo y sus

propiedades antibidticas que lo hacen altamente preciado. El aroma caracteristico
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de la planta del “Ajo” se debe a un aceite esencial (0.10-0.20 % de esencia en
peso) en que su composicién incluye el disulfuro de alilo, el trisulfuro de alilo y
el disulfuro de propilo (GARCIA, A, 1990).

El principio con actividad antimicrobiana es la aliina que por la accién de
la aliinasa se convierte en alicina, disulfiuro de alilo v Ajoene que es un producto
de auto condensacién de alicina con actividad virucida, ¢l orden que se presenta
dicha actividad es ajoene > alicina > alilmetil tiosulfonato, ademas puede usarse
como modelo de quimioterapia antifingica.

También se airibuye la actividad antimicrobiana a la alixma y la
garlicina que se obtienen por tratamientos severos del bulbo, aunque existen
dudas de su existencia en forma natural (CACERES, A., 1996).

El jugo v el aceite pueden ser irritantes de las mucosas y conjuntiva . El
extracto etanélico no tiene actividad mutagénica en S. Typhimurium TAS8 Y
TA102. La administracién oral no produce efecto gemotdxico medido por la
prueba del micronucieo en la médula 6sea y por induccién de cambios en las
cromdtidas hermanas en la espermatogénia del ratén, por el uso tradicional
prolongado en alimentacién y medicina, podria decirse que el consumo de

cantidades moderadas no representa ningun riesgo para la salud (CACERES,

A.,1996).

4.- CLASIFICACION TAXONOMICA DEL Cryptococcus neoformans.
ORDONES, Y CASTANEDA, (1995) Menciona La clasificacién actual

basdndose en las caracteristicas observadas en el estado amorfo y telemorfo del

hongo.
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Reino : Hongos

Divisién : Amastigomycota

Sub- division : Deuteromycotina

Clase : Deuteromycetes

Sub- clase _ : Blastomyceditae

Orden : Cryptococcales

Género ‘ : Cryptococcus

Especie : Cryptococcus peoformans

5.- MORFOLOGIA

El Cryptococcus peoformans es un hongo esférice que se reproduce por

brotacién. Los brotes a veces son multiples y de diferentes tamafios y estan
adheridos a la célula madre por una delgada pared que ficilmente se rompe
dejandolos libres. (ZAPATER, R., 1981).

La morfologia no es constante y cambia, segiin la edad de la levadura,
mide de 3 a 5 um de ancho por 5 2 10 um de largo, tamafio que dependen segin el
medio ambiente donde se desarrolla (WILLIAMS, W., 1980).

La pared celular es rigida y estd formada por glucanas o mananas muy
ramificadas, asociadas con proteinas también contienen quetina, no preseﬁtan
celulosa algunas ievaduras tienen capsulas pegajosas formadas de hetero-

polisacaridos (ORDONES, Y CASTANEDA, 1995).

El glucurono-xilo-manosan capsular de Cryptococcus neoformans tiene una
estructura ramificada en la cual una cadena lineal de polimanosa con ligaduras

alfa-1,3 es sustituida en las poseciones C-2 por 4cido glucorénico o xilosa de
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uniones beta - glucosidicas, con predominio de la xilosa (ABRAHAM, Y

BRAUDE ,1984).

El estudio antigénico del polisacdrido capsular de Cryptococcus neoformans

permitié su agrupacion en 4 serotipos: A, B, C, Y D. La var serotipica AD se
corresponde con variedad neoformans y el BC se corresponde con la variedad
gatit (JAWETZ, E.,1992).

Cryptococcus neoformans, es parecido a las levaduras y tiene forma
ovalada, apareciendo en los excrementos de las aves. Si se inhala puede provocar
varias formas de enfermedad. incluyendo una infeccién de la meninges que afecta
al cerebro { COLLE, J. 1978).

Existen diferencias entre las dos variedades, tanto desde el punto de vista
patogénico como de distribucién geogrifica, de tal forma que Cryptococcus
neoformans var. neoformans se ha relacionado con la infeccién en los pacientes
mmunodepremidos, siendo de distribucion mundial, mientras que el

Cryptococcus neoformans var. gatii se ha descrito en infecciones de paciente

inmunocompetentes y su distribucién estd més restringida a paises tropicales y

sub tropicales (ESTRELLA, Y ANASTASIO, 2001).

6.-HABITAT

En 1995,( Emmons demostré una estrecha relacién entre Crvptococcus
neoformans y las excretas de palomas. En su trabajo este investigador comprobé
que los suelos de los cuales habia aislado el hongo estaban en sitios préximos a
nidos de palomas y que el guano de las aves era un adecuado medio de cultivopara

el hongo (ORDONEZ, Y CASTANEDA, 1995).



7.-TIPOS CLINICOS DE INFECCION EN EL HOMBRE.
Los pacientes que se presentan con signos y sintomas crénicos e
intermitentes de meningitis en general insidiosos al comienzo, deben hacerse

sospechar criptococosis. En la actualidad el Cryptococcus neoformans ocupa el

cuarto lugar entre las causas mds comunes de infecciones con riesgo para la vida
en pacientes con SIDA (GUERSI A., 19851

Las lesiones de la piel se presentan como pépulas pustulas acneiformes o
abscesos que se ulceran. La criptococosis pulmonar puede comenzar de una
manera brusca, con fiebre de 39 °C y tos aparentando una “influenza”, o bien
hacerse cronica como una bronquitis la diseminacién de la enfermedad es atravéz
de la vida respiratoria y radiolégicamente pueden aparecer imdgenes de
infiltraciéon en la parte inferior del pulmén. En ocasiones los infiltrados son
peribronquiales y semejan una tuberculosis (ZAPATER, R., 1981).

Este hongo posee caracteristicas (nicas enfre las micosis generales deli
hombre por que estd muy encapsulado en el tejido, cuyo capsula polisacarida
liberaen el huésped el antigeno soluble que proporciona un medio de diagnéstico

serologico (CECIL, L., 1977).

La infeccion por Cryptococcus neoformans se adquiere por inhalacién de las
levaduras deseca;ias {menor de 3 ug existentes en la naturaleza, cuyo
patogenecidad viene determinada por la cdpsula que impide la fagositosis y la
actuacion del complemento y por la enzima fenil- oxidasa que contribuye al
especial neotropismo del hongo. Cuando el criptococo llega a los alvéolos

pulmonares se desencadena una respuesta de la inmunidad celular y humural del



" .
huésped, que en condiciones normales es suficiente para controlar la infeccion
(ESTRELLA, ANASTASIO,Y FERRERO, 2001).
Los sintomas de Criptococosis en el hombre comienza por cefalea
insidiosa y después hay nauseas, vomitos, vision borrosa o disminucién de las
capacidades mentales , que graduaimente el paciente se hace letdrgico y prefiere

que no se le moleste (CECIL, L.,1977).

8.-TIPOS CLINICOS DE INFECCION EN EL ANIMAL

- Cryptococcus neoformans ha sido diagnosticado en muy diversas razas de
perros, pero el grdn Danes y el Déberman Pinscher son razas caninas en la que la
Cryptococosis se ha diagnosticado con mayor frecuencia, cuyo comtagio se
realiza habitualmente por la via respiratoria, habiéndose incluso aislado de'fosas

nasales de perros asintomdticos (ACOSTA, Y ALVAREZ, 1999).



I.-MATERIALES Y METODO

1.-RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

El bulbo de Allium sativum “Ajo”, fue recolectada en el Instituto Nacional

de Investigacién Agraria —Ayacucho a 2720 m.s.n.m. en bolsas de polietileno
durante el mes de enero de afio 2001 aproximadamente medio kilo y seieccionado
por cada vanedad Chuschi, Napuri, y Arequipeiia.

Estas variedades fileron llevadas para procesar al Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.

El bulbo del “Ajo” previamente peladas, se colocaron en un mortero de
porcelana debidamente lavada y desinfectada y se procedié a su molienda
utilizdndose un pilén de porcelana, obteniéndose particulas diminutas, aceitosas
y/o untuosa.

En el siguiente Esquema N° 01 muestra el proceso de recoleccién v

preparacién del Allium sativam “Ajo”.
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ESQUEMA N° 01: RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

ANTIFUNGICA.

RECOLECCION |
!

SELECCION |
i

PILADO |

\

MOLIENDA E
i

EXTRACCION |

v

EXTRACTO

CONCENTRADO

ENERO 2001.

MANUAL.

MANUAL (Guantes) .

MORTERO(Pilon).

SOLVENTES (Agua, Metanol, Etanol.)

ROTAVAPOR.
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2.-OBTENCION DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS .

La concentracién del extracto se realizé con los siguientes solventes;
Agua, Etanol, Metanol.
2.1.-OBTENCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO.- Se peso 150 g de
“Ajo” molido, variedad Chuschi y se afiadié 600 mi. de etanol al 60%, se dejo
macerar por dos semanas para luego filtrar con la ayuda del papel filtro, luego se
- llevé al rotavapor a una temperatura de 30°C, haciendo girar el bal6n suavemente
con un vacio constante con 50 rpm. Hasta obtener 20 ml. de extracto concentrado,
guardédndose en refrigeracion para los ensayos correspondientes.

Esta misma medida y procedimiento se llevé acabo con la variedad
Arequipefia y Napuri.
2.2.-OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO.- Se pesé 150 g De “Ajo”
molido, variedad Chuschi para luego afladir 600 ml de agua destilada se, dejé
macerar por una semana para luego filtrar con la ayuda del papel de filtro hacia un
recipiente, luego se [levé al rotavapor a una temperatura de 40°C, haciendo girar
el balén suavemente con un vacio constante con 70 rpm hasta obtener 15 ml del
extracto concentrado, este mismo medida y procedimiento se llevé a cabo con la
variedad Napuriy Arequipefia .
23.-OBTENCION DEL EXTRACTO METANOLICO.- Se pesé 150 g de
“Ajo” molido, variedad Chuschi, para luego afiadir 600 ml de agua destilada, se
dejé macerar por una semana para luego filtrar con la ayuda del papel de filtro
hacia un recipiente, luego se llevé al rotavapor a una temperatura de 20 °C,
haciendo girar el balén suavemente con un vacio consiante con rpm., hasta

obtener 20 ml del extracto concentrado. Esta misma medida y procedimiento se
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llevé acabo con la variedad Napuriy Arequipefia.
3-METODOLOGIA PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIFUN-
GICA. |
3.1-PREPARACION DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO.

Se trabajé con extracto concentrado sin diluir {100% puro), inoculando
solamente 0.1 ml a cada excavacién. Luego una cantidad de alicuotas de muestra
del extracto de ajo (10 ml), se vertio a un frasco  que contenia 100 ml. de agua
destilada, luego se procedié arealizar concentraciones a 100%, 90%, 80%, 70%,
60%, 50%, 40%, respectivamente, que sirvié para determinar la actividad
antifiingica
32.-DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA DEL KETOCONAZOL.- Se obtuvo de la farmacia tabletas de
200 mg de ketoconazol luego se disolvié en 250 mi de agua destilada para luego
realizar las diversas diluciones de acnerde a la recomendacién por el National
Cotnmitee For Clinical Laboratory Standars (NCCLS}, (BAVA, Y NEGRONL
1995).

3.3.-PREPARACION DE C(ryptococcus _neoformans .- Para rejuvenecer la

cepa gse repicd a Agar Saboraud contenido en un vial, se incubé a una
temperatura de 30°C por 72 h. después de este tiempo se observo las
caracteristicas de las colonias lisas mucoides, blanco, pasado laz 48 h. se procedié
a seleccionar 4 a 5 colonias para luego inocular a un tubo de prueba que
contiene Smi de Caldo Saboraud a 28°C por 24 h. que al final hay una turbidez de
0.5 segin la escala de Macfarland.

34.- OBTENCION DE HALOS DE INHIBICION POR METODO DE
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DILUCION EN PLACA.-Una vez licuado 100 ml de Agar Saboraud a una
temperatura de 45 °C, se vertié a cada una de las placas 20 ml. de Agar mas
1ml. de soluciéon homogeneizada del hongo, se dejé reposar hasta que tome la
consistencia adecuada, seguidamente se hizo los agujeros de 10mm con la ayuda
de un sacabocados de acero, teniendo va las excavaciones en el Agar se procedio
a affadir 0.1ml de los diferentes extractos a diferentes concentraciones en las
excavaciones realizadas. Dejandose difundir por una hora, para luego incubar las
placas a 30 °C. por 24-48 h., para de esta manera observar los halos de inhibicién

y ser medidos con una regla Vernier.

35-DETERMINACION PEL PORCENTAJE DE INHIBICION

o DEINHIBICION = Halo de Inhibicién del Extracto x 100

Halo de Inhibicién Control

4.-DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITO-
RIA Y LA CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA.
Se realizé mediante el método de: dilucién en Agar, utilizdndose extractos

de concentracion al 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50% y 40%.

4.1.-DILUCION EN AGAR.- Consistié en preparar diluciones decrecientes de

los extractos del Allium sativum “Ajo”, para luego agregar 1ml. de las

diluciones a cada recipiente con medio Agar Saboraud, que finalmente se plaqued

y se inoculé una gota homogeneizada de suspensién de Cryptococeus neoformans.

con una placa mas de control sin extracto.



IL- RESULTADOS
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CUADRO N° 01: ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS EXTRACTOS

DEL Allium sativum SOBRE Cryptoceccus neoformans.

EXTRACTO VARIEDAD ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
AL 100% 1 SOBRE Cryptococcus neoformans
Chuschi +
ACUOSO Napuri -
Arequipeiia -
Chuschi 2
ETANOLICO | Napuri +
Arequipeiia +
Chuschi +
METANOLICO | Napuri +
Arequipeiia &
Leyenda:

(+) presenta actividad antifiingica

{ -} no presenta actividad antifiingica
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CUADRO N° 02: CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y
CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA DEL KETOCONAZOL

FRENTE A Crypiococcus neoformans {(Metodo dilucion en Agar).

PLACA KETOKONAZOL ug/ml TIEMPO (72 h.)

1 100 .

2 80 .

3 10(CFM) -

4 8 (CMD) -

5 1 +

6 0.8 +

7 L 0.1 *

8 0.01 : +
Leyenda:

(CMI} Concentracién Minima Inhibitoria.

(CFM) Concentracién Fungicida Minima.
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CUADRO N° 03: CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y LA

CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA DE LOS EXTRACTOS DEL

Allium sativum FRENTE A Cryptococcus neoformans

{ Método de Dilucién en Agar)

CRECIMIENTO (72 hrs.)

EXTRACTO VARIEDAD} C1 C2 C3 C4 C5 C6 (7

108% 90% 80% 70% 60% 50% 40%

Chuschi - - + + o+ +
ACUOSO Napuri + + % it + +
Arequipefia + + + + + 4 o
Chuschi - ’ . . i ] +
ETANOLICO Napuri - - = = SETE 4
Arequipefia - -+ L RIS : +
Chuschi - - - - 4 £ o
METANGLICO | Napuri . -+ + o+ o+ 4
Arequipetia - - + + + + o+
Leyenda:
No tiene crecimiento a esa concentracion (-)
Tiene crecimiento a esa concentracion (+)
Concentracién fungicida minima (Chaschi) : (-) 60%

Concentracién minima inhibitoria (Chuschi):

(-) 50%
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CUADRO N°04: HALOS DE INHIBICION AL SER ENFRENTADO AL
HONGO Cryptoceccus neofermans CON EL EXTRACTO ACUOSO AL
100% DEL Allinm sativum®“Ajo”.

HONGO ESTANDAR EXTRACTO ACUOSO
Ketoconazol Chuschi Napuri Arequipeiia
Sug/mi
Cryptococcus 2.6 1.1 1.1 1.2
neoformans 2.4 1.4 1.2 1.1
2.5 1.2 1.2 1
PROMEDIO 2.5 1.23 1.17 1.13
Suma de rangos:  12.0 7.0 6.0 5.0

Diferencias entre grupos mediante el test de Friedman.

5=35.80
S=6.21

p=0.122

p = 0.102 (Adjusted for ties).
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.GRAFICA N° 01: PROMEDIO DE LOS HALOS DE
INHIBICION EN (cm) DEL EXTRACTC ACUQOSO

Tratamiento

Leyenda:

1.-Ketoconazol.
2.-Variedad Chuaschi.
3.-Variedad Napuri.

4.-Variedad Arequipeiia.
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CUADRO N° 05: HALOS DE INHIBICION AL SER ENFRENTADO AL

HONGO Cryptococcus neoformans CON EL EXTRACTO METANOLICO

AL 100% DEL Allium sativum

HONGO ESTANDAR EXTRACTO METANOLICO
Ketoconazol Chuschi Napuri Arequipeiia
fug/ml
Cryptococcus 2.6 1.8 1.2 1.4
neoformans 2.4 1.9 1.5 1.3
2.5 2.0 1.1 1.3
PROMEDIO 2.3 1.9 1.23 1.3
Suma de rangos: 12 9.0 4.0 5.0

Diferencias entre grupos mediante el test de Friedman.

$=17.40 P=0.042
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GRAFICA N° 02: PROMEDIO DE LOS HALOS DE
INHIBICION EN (cm) DEL EXTRACTO METANOLICO.

1 2 2 4 >

Tratamiento

Leyenda:

1.- Ketoconazol
2.-Variedad Chuschi
3.-Variedad Napuri.

4.- Variedad Arequipeiia.
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CUADROQ N° 06: HALOS DE INHIBICION AL SER ENFRENTADO AL

HONGO Cryptococcus neoformans CON EL EXTRACTO ETANOLICO

AL 160% DEL Allium sativum.

HONGO ESTANDAR EXTRACTO ETANOLICO
Ketoconazol Chuschi Napuri Arequipeiia
Sug/ml
Cryptococcus 26 2.5 1.5 14
neoformans 2.4 2.9 1.3 1.2
2.5 2.5 1.3 1.4
PROMEDIO 2.5 25 1.4 1.3
Suma de rangos: 11.0 10.0 5.0 4.0
S$=740 P=10.060
5=7.93 P = 0.048 (Adjusted forties).
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GRAFICA N° 03: PROMEDIO DE LOS HAL.OS DE
INHIBICION EN (cm) DEL EXTRACTO ETANOLICO.

Leyenda:

1.- Ketoconazol.
2.- Chuschi.
3.- Napuri

4

- Arequipena



CUADRO N° 072
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HALOS DE INHIBICION AL SER ENFRENTADO AL

HONGO Cryptecoccus neoformans CON LOS EXTRACTOS AL 80% DEL

Allinm sativum “Ajo”.

a)
HONGO ESTANDAR EXTRACTO ACUOSO
Ketoconazol Chaschi Napuri Arequipeiia
_Sugfml

Cryptococcus 2.6 1.1 1.0 1.1
neoformans 24 1.0 1.0 1.0

2.5 1.0 1.1 1.0
PROMEDIO 2.5 1.03 1.03 1.03
3=35.70 P=0.127
S=8.14 P=0.043 (adjusted for ties)
Tratamiento Estimacién Suma de

Media Rangos

1 2.500 12.0
2 1.000 6.5
3 1.000 s
4 1.000 6.5
Grand Median = 1375
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b)
HONGO ESTANDAR EXTRACTO METANOLICO
Ketoconazol Chuschi Napuri Arequipena
Sug/mi

Cryptococcus 2.6 1.6 14 1.2
neoformans 24 1.5 1.0 1.2

2.3 1.4 1.1 1.1
PROMEDIO 25 1.5 1.03 1.17
3=8.50 P=0.037
S=8.79 p=0.032 (adjusted for ties).
Tratamiento Estimacion Suma de

Media Ransgo

1 2.4750 12.0
2 1.4750 12.0
3 1.0250 3.5
4 1.1250 5.5
Grand median 1.5250
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c)
HONGO ESTANDAR EXTRACTO ETANOLICO
Ketoconazol Chuschi Napuri Arequipefia
Bug/mi
Cryptococcus 2.6 22 1.3 1.3
neoformans 2.4 2.0 1.3 1.2
2.5 2.0 1.3 1.3
PROMEDIO i 2.06 1.3 1.26
S=8.20 P=0.042
5=8.79 P=0.032 (adjusted for ties).
Tratamiento Estimacion Suma de
Media Rangos
1 2.5500 12.0
2 2.0250 9.0
3 1.2750 5.0
4 1.2500 4.0
Gran median = 1.7750
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TEST DE FRIEDMAN, FORMA GENERAL DEL EXTRACTO
CONCENTRADO AL 100%.

=108 P=0.00072

Tratamiento Estimacion Suma de
Media Rangos

1 2.50 35

2 1.86 26

3 1.26 15

4 1.26 14
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CUADRO N° 08: HALO DE INHIBICION AL SER ENFRENTADO AL

HONGO Cryptococcus neoformans CON EL ESTANDAR DE

KETOCONAZOL.

CONCENTRACION PROMEDIO DE S HALOS DE

INHIBICION (cm)

10 ug/ml 25
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CUADRO N° 09: PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS EXTRACTOS

AL 100% DEL Allium sativam FRENTE AL HONGO Cryptococcns

neoformans.
|
!
i
EXTRACTO VARIEDAD i
i
fi
%
Chuschi Napuri Arequipefia ;
i
|
Acuoso 48% 48% 44% |
i
E
Metanélico 76% 52% 52% :
Etanélico 98% 56% 52% i
PROMEDIO 74% 52% 49.3%

El Porcentaje de Inhibicion es mayor que 25% por lo que todas son

activas { +).
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CUADRO N° 10: PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS EXTRACTOS

AL 80% DEL Allium sativum FRENTE AL HONGO Cryptococcus

neoformans
EXTRACTO VARIEDAD
Ch-uschi Napuri Arequipeiia
Acuoseo 4.1% 4% 4.1%
Metanélico 58.4% 42.4% 46.4%
Etandlico 84% 56% 54%
PROMEDIO 48.7% 34.2% 34.7%

El Porcentaje de Inhibicion mayor que 25% es activo { + ), menores a

este porcentaje son inactivas. .



IV.- DISCUSION

No existen trabajos especificos referentes a la actividad antifiingica de las

variedades Napuri, Chuschi y Arequipefia del Allium sativum “Ajo” sobre

Cryptococcus neoformans por lo que en la presente investigacién nos limitamos

solamente al andlisis y comentarios de los resultados.

El nivel de popularidad que alcanzo el Allinm sativum *“Ajo” de unos

affos hasta hoy en el mundo es muy alto. Sin embargo en nuestro pais,
particularmente en nuestra provincia y en los pueblos mds alejados, la mavor
parte de la poblacién a un no saben valorar las propiedades medicinales del

Allium sativum. “Ajo” por lo que es un deber nuestro investigar v empezar a

revalorizar sus propiedades terapéuticas.
En el cnadro N° 01: se presentan los resultados de la actividad
antifingica de los diversos extractos de las tres variedades de Allium sativum

“Ajo” frente al hongo Cryptococcus neoformams en el cual se observa que los

extractos acuoso, metanélico y etanblico presentan actividad antifiingica, excepto

el extracto acuoso de la variedad Napuri y Arequipeiia.
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Al observar estos resultados con efectos significativos del extracto de la
variedad Chuschi, se puede presumir que contiene un mayor porcentaje de aliina
y sus productos de transformacién respecto a los demas variedades, por lo que
hace mencién también sobre el “Ajo” (CACERES,A, 1996).

AMAGASE, PETESCH, Y MATSUURA, 2001) mencionan, que la
droga pulverizada secada cuidadosamente, contiene alrededor de 1 % de aliina {
() -;S- alil — L- cisteina sulfoxido], como el compuesto Sulfurado principal, otros
constituyentes caracteristicos son (+) — S — metil — L — cisteina sulféxido,gamma —
L — glutamil péptidos, S - alil - cisteina. aminodcidos, esteroides y adenosina. En
presencia de la enzima alinasa, la aliina se convierte en alicina (1mg de aliina se
considera 2quivalentzs a 0.45 mg de alicina), la alicina es precursor de varios
productos de transformacion incluidos ajoene vinilditiinos, oligosulfuros y
polisulfuros, dependientes de las condiciones aplicadas.

{GARCIA, R, 1987) Que la la alicina como el componente antimicético
principal del “Ajo” frente a varias cepas de Aspergillos, Candida albicans y
diversos dermatofitos comparando su actividad antimicética con diversocs
farmacos.

El ajoeno y el dialil- trisulfuro también tienen actividad antibacteriana y
antifiingica (WHO 1999).

En el Cuadro N°02 : se Presentan los resultados del estudio de la
concentracion fungicida y fungistatica del ketoconazol fremte al hongo

Cryptococcus neoformans realizado mediante el método de diluctén en Agar.

Cryptococcus neoformams es sensible frente al antimicético ketoconazola una

concentracién de 8ug/ml, siendo esta la concentracién minima inhibitoria(CMI)
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y a una concentracion de 10ug/ml se determiné la placa concentracién minima
fungicida (CMF).

BAVA Y NEGRONI (1995), realizaron un trabajo de investigacién, en

la cual prueban cinco drogas antimicéticos a cepas de Cryptococcus neoformams

Var. Neoformams aislados del medio ambiente, encontrando los siguientes
resultados; los valores méximo y minimo de concenfracién minima inhibitoria
para ketoconazol (3.12- 12.53ug/ml), y para itroconazol {0.78-3.12ug/ml), siendo
los valores méximos y minimos de (CM1).

La sensibilidad frente al antimicético se hizo cuando el hongo en estudio
se encontraba en su fase exponencial de crecimiento debido a que en esta fase hay
una mayor sensibilidad a los efectos adversos del ambiente, facilitando a los
antifiingicos paso atravez de la barrera celular a los demds. Estos resultados son
esperados pues ¢l ketoconazol es un producto quimicamente puro con cualidades
antifingicas definidas v con el cual se comparan extractos de las diferentes
variedades de Allium sativum “Ajo” . Este es un producto natural donde el
compuesto activo con actividad antifingica se encuentra diluido, mezclado con
gran cantidad de otras sustancias que componen el producto en estudio, por lo que
su accién debe ser menor que el ketoconazol . |

El ketoconazol actia por la alteracién de la permeabilidad de la membrana
celular del hongo, por que interfiere la biosintesis de los esteroles, es posible que
actie también por inhibicién de la demetilaciéon del lanosterol en ergosterol.

(BERGOGLIO,B., 1993).

En el tratamiento etiolégico de criptococosis pueden resultar efectivos,



o [P
distintos antifiingicos, entre estos el ketoconazol ocupa un lugar a tener en cuenta
bien solo o asociado con otros agentes antifingicos, ademds de ser tolerado en
tratamientos prolongados. Este tratamiento debe ser continuado hasta que se
llegue a un diagnostico negativo. (ACOSTA, Y ALVAREZ, 1999).

En el cmadro N° 03: se Presentan los resultados del estudio de la
concentracién minima inhibitoria y la concentracién fungicida minima de las tres

variedades de Allium sativum “Ajo” frente al hongo Crvptococcus neoformans

realizado mediante el método dilucién en Agar, observindose un mayor
rendimiento con el extracto etanélico, seguidas de las realizadas con el extracto
metandlico, mientras que las realizadas con el extracto acuoso presentaron menor
efecto inhibitorio, como se observa en los resultados de la actividad antifingica,
el mejor disolvente para el “Ajo” es el etanol, ya que el 60% de concentracién del
extracto, tiene la concenfracion fungicida minima (CFM) y la concenfracion
minima inhbitoria (CMI) es de 50% del extracto, mientras los demds extractos
son activos al 100% esto solamente con la variedad Chuschi. Todo esto sugiere
que la mayor parte de los componentes y posiblemente los principios activos del
extracto etandlico variedad Chuschi, se encuentra en esta fraccién polar.

Con relacién a la propiedad inhibitoria de la variedad Napuri v
Arequipeiia se obtuvieron resultados negativos; con el extracto Acucso no

tuvo actividad contra Cryvptococcus neoformans, lo que comprueba que los

principios actrvos no se encuentran en esta fraccion polar.
Estos resultados son interesantes y alentadores, sin embargo son
insuficientes para validar el uso de estos extractos vegetales en el tratamiento

de los Cryptococosis para sugerir ensayos terapéuticos con la planta es necesario
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conocer exactamente la molécula responsable de la actividad, asi como sus
propiedades firmaco dindmicas tomando en cuenta el escaso recurso disponible
en la Facnltad de Ciencias Biolégicas para la elucidacién estructural de
productos naturales, se hace una tarea dificil en las condiciones actuales .

No todos los principios activos se conservan después de una extraccién ya
sea mediante la utilizacién de solventes orgdnicos o una simple extraccién por
decoccion pues los principios activos se transforman en sustancias que no
cuentan con accidn terapéutica (MARCANO, E.,1992).

En un estudio in vitro realizado por el Instituto de Medicina Tropical

(1998) , Cryptococcus neoformans fue mas sensible que Candida albicans frente a
la anfotericina B, sélo fue encontrada una cepa resistente pertenecienie a la

especte Candida krusci.

El tamizaje fitoquimico sirve para orientar sobre la relacién bioactividad,
estructura, aunque no se enconiré ningin patrén especial. Se concluye que las
plantas medicinales estudiadas y que tienen actividad interesante, se recomienda
ampliar las investigaciones tendientes a validarlas cientificamente (AGENCIA
DE COOPERACION INTERNACIONAL DE JAPON 1996).

(MEDINA, M., 1993). determiné el efecto antimicrobiano del Allium
m “Ajo” sobre bacterias patgenas, mostrando mayor potencia antibiética
en comparacidn a los patrones utilizadas tales como la tetraciclina, ampecilina, y
cloranfenicol

En el Cuadro N° 04 .- se estudiaron las diferencias entre grupos de los

tres tratamientos Chuschi, Napuri, Arequipefia
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Al aplicar el test de Friedman para estudiar el comportamiento de los

cuatro tratamientos frente a Cryptococcus neoformans en particular, notamos la

presencia de una diferencia significativa con el extracto metanélico (60%), en las
variedades Chuschi, Napuri y Arequipefia y el control ketoconazol, no hay
diferencias signi_ﬁcaﬁvas con el extracto etanolico (60%), al aplicar las variedades
Chuschi, Napuri, Arequipeila.

En el Cuadre N° 05: hay diferencia significativa entre los tratamientos

En el cumadro N° 06: no hay diferencias significativas entrs los
tratamientos de las tres variedades y el ketoconazol.

En el Cnadro N° 07: al aplicar la prueba de Friedman Ajustada existen
diferencias significativas de los cuatro tratamientos.El test de Friedman, de forma
general, muestra que existen diferencias  significativas entre los cuatro
tratamientos ketoconazol, variedad Chuschi, Napuri, Arequipeiia, por lo que
cada uno se comporta de manera difergnte.

En el cuadro N° 09: se muestran los resultados de los porcentajes de
inhibicién obtenidas al ser comparadas los halos de inhibicién de los extractos

del Allium sativum “Ajo” con el ketoconazol. No obstante al analizar la tabla

N°09 del extracto al 100% se obtuvo porcentajes de inhibicién del 98.6% de la
variedad Chuschi (etandlico), mientras el extracéo variedad Napuri, Arequipeiia,
(etandlico), 1nos@on porcentajes de inhibicién de 76% v con la variedad
Napuri, Arequipefia se obtuvo 52%, lo cual indica una considerable actividad
antifingica, el extracto acuoso variedad Chuschi,Napuri, Arequipefia mostro el
porcentaje de inhibicién de 48% y 44% respectivamente y que muestra una

actividad poco eficiente.
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Cuando se trabajé con extracto concentrado al 80% tabla N°10 solamente
fue activo y antifingico, el extracto etanélico de las variedades Chuschi,
Napuri, Arequipefia con un porcentaje de inhibicion de 84%, 52%, 54%,
respectivamente los demds se comportaron con menor o ninguna de actividad

inhibitoria.



V.- CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacién

se llegd a las siguientes conclusiones:

1.- Las variedades estudiadas de Allium sativum “Ajo” mostraron actividad
antifingica.

2.- Los extractos etanolico v metanélico de las variedades Chuschi, Napuri v
Arequipefia, demostraron actividad antifingica; mientras que sélo el extracto
acuoso de la variedad Chmschi mostré actividad antifiingica.

3.-La concentracién minima inhibitoria(CMI) de la variedad Chuschi fue al
50%.Napuri al 70% y Arequipeiia al 90% todo esto con el extracto etandlico.

4.- La concentracién fungicida minima(CFM) de la variedad Chuschi fue al
60% Napuri al 80% y Arequipefia al 100% con el extracto etanélico.

5.- Al comparar la actividad antifingica del extracto del “Ajo” con la capacidad
de inhibicién de la ketoconazol, el mayor porcentaje de inhibicién fue de 98.6%
de la variedad Chuschi (etandlico), mientras el extracto variedad Napuri y

Arequipeiia (etanélico) mostraron porcentajes de inhibicion de 56% y 52%
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respectivamente. El extracto metanélico variedad Chuschi tubo un porcentaje de
inhibicién del 76% y con la variedad Napuri y Arequipefia se obtuvo el 52%.
El extracto acuosos variedad Chuschi, Napuri, Arequipefia mostr6 el porcentaje
de inhibicién de 48% y 44%.

Cuando se trabajé con extracto concentrado al 80%, solamente fue activo
el extracto (etan6lico), Chuschi, Napuri y Arequipefia con un porcentaje de
inhibicién de 84%, 52%, 54%, los demds se comportaron sin actividad.

Los resultados de la actividad antifiingica in vitro del extracto Allium
sativum son insuficientes para llegar a una conclusién que permita orientar
sobre la relacién entre composicién quimica y bioactividad. Sin embargo por
revisién de la literatura podria inferirse cudl es la molécula responsable de la

actividad del extracto investigado.



VL- RECOMENDACIONES

1.- Probar el espectro de la inhibicion a ofros microorganismos con
los extractos que fueron activos en esta investigacién.

2.- Fraccionar y elucidar las moléculas responsables de la actividad antifingica
en el exh"aéto.

3.-Determinar @l gen responsable de la sintesis de las moléculas antimicrobianas

de Allium sativum  variedad Chuschi.

4.- Realizar estudios preclinicos con el extracto de Allium sativum variedad
Chuschi, para conocer sus posibles implicaciones fisiolégicas, acciones
farmacologicas y potencialidad toxica.

5.- Difundir ef uso de Allium sativum “ajo” para aliviar parte de los problemas de

salud de la poblacién, principalmente de los grupos de escasos recursos
econémicos.

6.- Promover proyectos de estudios antimicrobianos o de elucidacién estructural
de los principios activos, de las plantas nativas, con la participacién de las

instituciones interesadas en este tema.
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ANEXO



Y
A IZQUIERDA “AJO™ MACERARO FILTRADA, A LA DERECHA

-

EXTRACTO CONCENTRADO BEL MISMO “ALO

IINA DE L.ﬂh Piu\(_‘.ﬂ\ﬁi ALD

MAYOR, QUE CORRESPONDE A LA VARIEDAD CHUSCHE AMinm

stbiven A jor.
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