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, ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS �030

�030 BACH. FAUSTINO PAUCCA JAULB8

1 En la ciudadde Ayacucho,a las veinte y séis dias del mas de diciembre

del aflo do; mil uno, siendo las 12.40 pm. los miembrosdel juraxlo cali}401cador

I reunidos eii el auditoriode la Facultadde CienciasBiolégicasde la Universidad

Nacional de San Cristobal de Huamanga; bajo la Presidenciadel MSc. César

MagallanesMugullanesDecano de la Facultadde CienciasBiolégicasy, actuando

como Secmtariodocente el Blgo. César RodolfoVargas y, miembrodel jurado I

cali}401cadoconformado por: Blgo. Sail! ChuchonMartinez, Blgo. Serapio Romero

Gavilén, Blgo. Martin Tenorio Bautistay Q.F. Enrique Aguilar Felices; para

recepciouar en acto pliblico la sustentswién de tesis tituiado: Actividad

Anti}401mgica�034in vitro�035del Extractode tres Variedades de A_l_li__um §_gt_i_\_/_1_u_n sobre

Cmgtococcusneoformans, Ayacucho2001�035.Presentadopor el Bach. en Ciencias

Biolégicas Faustino Paucca Jaules, con el cual pretende obtener el Titulo

profesional de Bit�030.-logoen la especialidadde Microbiologia.

Como�030primer acto, el Sr. presidente del jurado invito :1] Sr. Secnetario

docentedé lecturaa la documentacién sustentatoriadel acto; a continuacién el

_Sr. Presidente del jurado invité al Sr. Sustentante a exponer su trabajo de

investigacién;conclnidola exposiciénel Sr. Presidente del jurado invilé a los

se}402oresmiembrosdel jurado cali}401cadorpara que efectfien las aclara/zionesy/o

preguntasque crean convenientes.Finalizandoel procedimientoel Sr. Presidente

invité al susfentante ai pilblico asistente a desocupar momenténeamente el

auditoriumpara que los miembios del jurado efect}402enlas deliberaciones y

cali}401cacionesen privado,cuyosresultadosfueron:
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Blgo. SAUL CHUCHON MARTINEZ 16 . 15 16

Blgo. SERAPIO ROMERO GAVILAN 15 15 15

Blgo. MARTIN TENORID BAUTISTA 15 16 16

Q.F. ENRIQUE AGUILARPELICES 15 15 15

Resulté In nota promedio de DIECISEIS (16) nprobatorio, lo que fé los

miembrosdel jurado cali}401cadorestampandosus }401nnasal pie del presente acta,

}401nalizandoel actoalas 2.40 pm. �030
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién se realizé con la }401nalidadde determinar

la �034ACTIVIDADANTIFUNGICA �034invitro�035DEL EXTRACT0 DE TRES

VARIEDADES DE S SOBRE Crygtococus neoformans.

Se utilizzron las variedades Chuschi. Napnriy A1-equipeila de la especie

glxiin gjj}402�034Ajo�035,que fueron identi}401cadosy seleccionadas por el laboratorio

de }401topatologiadel Instituto Nacional de Investigacién Agraria-Ayacucho.

La actividad anti}401ingicase realizé en ei Laboratorio de Microbiologia de -

la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

Se prepararon extractos acnoso, metanélico, de cada variedad de £li_u_r_n

aconcenlraniones de 100%, 90'%�031o,80%,'1�0300%,60�0303�031r»,50%,respectivameute.

La actividad anti}401xngicase determiné utilizado el método de dilucién en

Agar Saboraud, utilizando como esténdar el ketoconazol a una concentmcién de

(10 ug/mi).

Se logrd mejor actividad }401mgiciday fungistética con el extracto etandlico

�030 de la variedad Chuschi, a una concentrasién de 50%.



E1 extmcto acuoso con la variedad Naguri y Areguipe}402ano mostré

tener actividad al 100% de concentracién.



INTRODUCCION

El conocimiento tradicional y popular sobre las propiedades medicinales de

las plantas deberzi ser comprobado y vaiidado para garantizar una terapia

adecuada, e}401cazy con minimos riesgos de ocuionar efectos secundarios 0

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

E1 �034Ajo�035$1 satiin es una hortaliza herbécea con buibo utilizado

durante siglos por sus propiedades saborizantes, arométlicas y medicinales. Gran

cantidad de estudios realizados en los liltimos 15 mos con}401rmzmlo que fue dicho

durante muchas geuerwciones �034que lo que comas, sea tu medicina�035las

propiedades reconocidas del ajo se re}401erena su poder fungicida. y bactericida ,la

czpacidad de regular niveles de lipidos y colesterol asi como las propiedades anti-

tumurales (BENAVIDES, Y RAMIREZJ999).

La trit1n'aci(m de las plantas constituye por 10 general In cuarta operacidn a

practiczu�030,no o}401ecedudas que si se quiere incorporar alas tisanas la mayor parte

posible de los pdncipios medicinales que las plantas contienen, estas deben

utilizarse cuanto mas desmenuzzdos mejor. No obsiame, como sea que las plzntas

una vez trituradas, son de mas di}401cilconservacifm, 0 sea que pierden sus



propiedades con mayor }401\cilidmLcreemos muy aconsejable no proceder a esta

operacién hasta el momento de tener que uti1izarlas(VANDER, A., 1987).

Los principios actives no se distribuyen de una manera uniforme por toda la

planta, se concentra preferentememe en las }402ares,las hojas y las raices, con

menos frecuencia en las semillas, }401utosy cmteza. El contenido de los principios

activo de una planta medicinal varia segim el hébitat de la misma, de la

recoleccién y la preparacién (DE FIOVICENZO, 2., 1992).

La dislribucién geogni}401cade los Cgggtococcus neoformans es cosmopolita y

es considerado problema de Salud p}401blica,en nuestro medic se han reportado

muchos casos de Criptococosis después de haber padecido las enfermedades

como; tuberculosis, infecciones respiratorias, también se han encontrado en

antopsias rutina}401asen personas que gozaban de salud peffecta. '

Ante esta realidad em necesario realizar e} presente trabajo de investigacién y

apottar en lo posible la bioactividad in vilro de 5&1 gti11g_n sobre

Cgggtococus neofarmans "Ajo�035,}401jéndoselos siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL:

�024 Determinar la actividad anti}401mgicain Vitro de tres variedades de A}401msatiwgn

�034Ajo"�030sobre Cwgtococcus neoformans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:- Probar In actividad anti}401ingicade cada uno de

las variedades del extmcto del in }402vug�034Ajo�035(Acuoso,Etanélico,

Metanélico) sobre el Cgptococcus neoformans.



- Encontmr la concentrncién minima inhibitoria (CMI) de las tres vmiedades del

extracto del AIl1_r_n gig}402�034Ajo�035.

- Encontrar la concentracién minima fungicida (CFM) de las tres variedades del

extracto del 4111;:S �034Ajo�035.

- Comparar la actividad anti}401mgicadel eximcto del �034Ajo�035con�030lacapacidad de

inhibicién de la Ketoconazol. '



L-REVISION BIBLIO GRAFICA

1.- DESCRIPCION BOTANICA DEL j �034Ajo�035.

Es una hortaliza herbéceaforma parte del grupo de los llamados hortalizas, de

comportamiento biannal con caracteristicas anatémicas y }401siolégicasmuy

particulates (MAROTO, B., 1983).

El �034Ajo"�031;es una planta de raices muy numerosas blancas fasciculadas y poco

pro}401mdas(MAROTO,B., 1983).

El bulbo consists an un corto tallo. con 6-12 sub tallos, generalmente en

nfunero de 10, reunidos en su base formando la �034cabeza�035de �034Ajo�035y cada uno por

separado el �034diente�035del �034Ajo�035a su vez envuelta en una timica blanca y rojiza.

(PALACIOS, R, 1998).

El conjunto del disco, �035dientes�035(en cantidad muy variado) y t}402nicasse

denominan �034bulbo�035del �034Ajo�035este elemento es el comercialmente aprovechable

con la. denominacién vulgar de cabeza. (GARCIAA, 1990).

Los bulbos consta de 6 a 12 dientes generalmente en mimero de 10,
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reunidos en su base formando la �034cabezz�035del �034Ajo�035y cada uno por separado, se

halla envuelta en una t}401nicablanca o mjiza.

Los bulbillos o dientes se hallan recubiertos por envolturas o céscaras

rosadas, blancas o morad_as segxin la variedad; que los mantiene adheridos,

impidiendo el desgranamiento, factor importante para la exportacién del producto,

los dientes periféricos son arqueados y de mayor tama}402oque los del centro

(PALACIOS, R., 1998).

El }401utoes una cépsula que contiene l 6 2 semillas por compoltamiento es

una especie que normalmente }402oreceen climas templadas, pero sobre todo

aunque }402orezcadi}401cilmenteforma semillas, si bien en la umbela aparecen

numerosos bulbillos (MAROTO, B., 1983).

1.1.-TAXONOMIA.

GARCIA, B., (1991)), Menciona como ia mejor clasi}401caciéna Engler y dice;

E1 : S pertenece taxonémicamente a la familia LILIACEAE, sub

familia ALLIOIDEAE. La descripcién sobre la ubicacién taxonémica de este

cultivo en cuanto a la familia a la que pertenece radica en la estmctura de la}402or.

Reino : Vegetai

Divisién : Fanerdgamas

Sub - divisién : Angiospermas

Clase 2 Monocotiledones

Orden : Lili}402orales

Familia 2 Liliaceas
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Sub �024ramma : Alliodeas I

Género : Allium

Especie 2 Sativum.

1.2.-VARIEDADES.

Las variedades cultivadas se puede considerar précticamente como

nacionales, estando divididas en forma general en 2 gnxpos; �034AjoAreq\u'pe}401o�035y

�034Ajode la Costa�035,el primero es el mas cultivado; da bulbos de buen tama}402o,

bien compactos como bastante uniforxnes. La variedad denominado �034Ajocriollo�035

o Napnri de mas 6 menos 6 meses de periods vegetativo, presenta un bulbo un

tanto achatado, compuesto de 1 a 15 dientes redoudeados y bastante simétxicos

forma una cabeza regular. ram vez se presenta dientes moutados (MORIN Y

HOLLE, 1969).

En nuestro pais, el �034Ajo�034'}401eintroducido hare muchos a}401osy las variedades

cultivadas son conocidas con diversos nombres locales. (DELGADO, D., 1988),

menciona que an e! Pen"| existen aproximadamente 6 cultivates los cuales son

�034MoradoArequipe}402o�035,de buena conservacién, }401eneaproximadamente 20

dientes por bulbo. su diémelro promedio es de 50 mm, tiene rendimiemo que

osciian entre 6.5 y 9.8 TM/ha. �035Napm'i�035ss (39 color violéceo y de buena

conservacién tiene aAm-oximadamente 12 -15 dientea redondeados y simétricos en

cada bulbo su diémetro promedio es de 4!) mm y tiene un rendimiento que Oscilan

entre 7-12 TM/ha.

2.-U808 MEDICINALES ATRIBUIDOS

A 10 largo de la historia el �034Ajo�035viene siendo utilizado para }401nesterapéuticos ;
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Hipécrates el padre de la Medicine, usaba el �034Ajo�035como diurético, iaxante y

contra la Iepra. Aristételes recomendaba el �034Ajo�035para que los atletas aumentaran

su resistencia fisica en las competencias deportivos y ei Poeta Virgilio decfa que

el �034Ajo�035aumentaba el vigor de los que realizaban trabajos pesados, Paracelso

considernba el �034Ajo�035mia planta sagradn. El Dr. Paavo Airola, autor dei libro �034El

Miiagro del Ajo�035que desde hace a}401osrealizzaba experiencias con el Ajo, se}401ala

otras utilidades: �034Heusado el �034Ajo�035con éxito en el lratamiento de pacientes con

disenleria, dispepsia, broiiquitis, fermentacidn intestinal ,presién alta y parésitos

intestin-ales�035.Al �034Ajo�035se le atribuye efectos bené}401coscontra la anemia,

enfermedades cardiovascuiares, enfermedades del Aparato respimtorio, presién

altaycomo eliminador de toxinas (CIRCULMAR 1997).

Tépicamente se 1152: en compresas y catapiasmas para. iratar afecciones de la.

piel (escrii}401ilas,piodermia, }401icerz,tifia, leucorrea, reuma}401smo,vaginitis,

induraciones, verrugas y tumores), se aplica como ung}402entopara eiiminar

callosidades (CACERES, A_, 1996).

3.- COMPOSICION QUHVIICA , PROPIEDADES Y TOXICIDAD.

E1 buibo contiene aceite voiétil sulfurado ( 33 compuestos como di_ tri y

tetmsul}401rro), V muciiago, esteroides, (aliina, alicina),

giucécidos (}401uctosanas),fosfoiipidos, vitatninas (A,B,C), nicotilamida, 17

mninoiwidos (derivados de cisteina y cisbeinglicina) y antocianinas (glucésidos 3

de cianidina) (CACER.ES,A, 1996).

La Aliina es ei compuesto que proporciona el saber del Ajo cmdo y sus

propiedades antibiéticas que In hacen altamente preciado. El aroma camcteristico
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de la planta del �034Ajo�035se 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

e! disuifuto de propilo (GARCIA, A., 1990).

El principio con actividad antimicrobiana es la aliina que por la accién de

la aliinnsa se convie}402een alicinn, disul}401rode alilo y Ajoene que es un producto

de auto condensacién de alicina con actividad viruclda, el orden que se presenta

dicha. actividad es ajoene �030>alicina > alilmetil tiosulfonato, ademés puede usasse

como modelo de quimioterapia anti}401ingica.

También se ahibuye la actividad antimicrobiana a la alixina y la

garlicina que se obtienen por iratmnientos severos del bulbo, aunque existen

dudas de su existencia en forma natural (CACERES, A._. 1996).

E1 jugo y el aceite pueden ser irritantes de las mucosas y conjuntiva . E1

extracto etanélico no tiene actividad mutagénica en §. Tmhimurium TA98 Y

TA102. La administracidn oral no produce efecto genotéxico medido por Ia

prueba del micronucleo en la médula (men y por induccién de cambios en las

crométidas herman-as en [a espermatogénia del ratén, por el uso tmdicional

prolongado en alimentacién y medicina, podria decirse que el consume de

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

A,1996). '

4.- CLASIFICACION TAXONOMICA DEL Crutococcus neofarmans.

ORDONES, Y CASTANEDA, (1995) Menciona La clasi}401caciénactual

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

hongo.
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Reino : Hongos

Divisién 2 Amastigomycota

Sub- divisién : Deuteromycotina

Clase : Deuteromycetes

Sub- clase : Blnstomyceditae

Orden : Cryptococcales

Géuero I : Cxyptococcus

Especie : Cgmtococcus neoformans

5.- MORFOLOGIA

El Cgggtococcus neoformans es un bongo esférico que se reproduce por

brotacién. Los brotes a. veces son multiples y de diferentes tama}402osy estén

adheridos a la célula madre por una delgada pared que fécilmente se rompe

dejéndolos libres. (ZAPATER, R., 1981).

La morfologia no es constants y cambia, seg}401nla edad de la levadura,

mide de 3 a 5 um de ancho por 5 2110 um de largo, tama}401oque dependen seg}401nel

medio ambiente donde se desarrolla (WILLIAMS,W., 1980).

La pared celular es rlgida y esté formada por glucanas o mananas muy

rami}401cadas,asociadas con protelnas también contieuen quetina, no prese}401tan

celulosa algunas levadums tienen czlpsulas pegajosas formndas de hetero-

polisacéridos (()B_DONES, Y CASTAFIEDA, 1995).

El glucurono-xilo-mauosan capsular de Cgyptococcus neoformans tiene una

estmctum rami}401cadaen la cual una cadena lineal de polimanosa con ligaduras

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

BRAUDE ,1984).

El estudio antigénico del polisacérido capsular de Cgggtococcus neoformans

pennitié su agrupacién 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

gatii (JAWETZ, E.,1992).

Cryptococcus neoformans, es parecido a las levadums y tiene forma

ovalada, apareciendo en los excremeutos 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,)�030

Existen diferencias entre las dos variedades, tanto desde el punto de vista

patogénico como de distribucién geogr}401}401ca,de ta! forma que Cggptococcus

neofonnans var. neoformans se ha relacionado con la infeccién en los pacientes

inmunodepremidos, siendo de distribucién mundial, mientras que el

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

inmunocompetentes y su distribucién esté més restringida a paises tropicales y

sub tropicales (ESTRELLA, Y ANASTASIO, 2001).

6 .-HAB['1'AT

En 1995,�030Emmousdemostro�030una estrecha relncién entre C}402tococcus

neofomxans y las excretas de palomas. En su trabajo este investigador comprobb

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).
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7.-TIPOS CLINICOS DE INFECCION EN EL HOMBRE.

Los pacientes que se pnesentan con signos y sfntomas crénicos e

intermitentes de meningitis en general insidiosos al comienzo, deben hacerse

sospechar criptococosis. En la actunlidad el Cggtococcus neoformgg ocupa el

cuarto lugar entre las causas més comunes de infecciones con riesgo para. la vida

en pacientes con SIDA (GUERSI, A._. 1985).

Las lesiones de la piel se presentan como pépulas p}401stulasacneiformes 0

abscesos que se ulceran. La criptococosis pulmonar puede comenzar de una

manera brusca, con }401ebrede 39 °C 3: tos aparentando una �034in}402uenza�035,o bieu

hacerse crénica como una bronquitis la disemjnacién de la enfennedad es aimvéz

de la vida respiratoria y radiolégicamente pueden aparecer imagenes de

in}401ltraciénen la pane inferior del pulmén. En ocasiones los in}401ltradosson

peribronquiales y semejan una tuberculosis (ZAPATER, R., 1981).

Este bongo posee caracteristicns fmicas entre las micosis generales dei

hombre por que esta muy encapsulado en el tejido, cuyo caipsula poiisacérida

Iibera en el huésped el antigeno soluble que proporciona un medio de diagnéstico

serolégico (CECIL, L, 1977).

La infeccién por Cgptococcus neofonnans se adquiere por inhalacién de las

levaduras desecaiias (menor de 3 ug existentes en la naturaleza, cuyo

patogenecidad viene determinada por la cépsula que impide la fagositosis y la

actuacién del complemento y por la enzima 1énil- oxidasa que conlribuye a1

especial neotropismo del hongo. Cuando el criptococo llega a los alvéolos

pulmonares se desencadena una respuesta de la inmunidad celular y humural del
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huésped, que en condiciones normales es su}401cientepara conlrolar la infeccién

(ES'I'RELLA_, ANASTASIQYFERRERO, 2001).

Los sfntomas de Criptococosis en el hombre comienza por cefalea

insidiosa y después hay nauseas, vémitos, visién borrosa o disminucién de las

capacidades mentales , que gradualniente el paciente se hace letérgico y pre}401ere

que no se le moleste (CECIL, L,l977).

8.-TIPOS CLINICOS DE INFECCION EN EL ANIMAL

Cryptococcns neofonnans ha sido diagnosticado en muy diversas razas de

perros, pero el gr}401nDanes y el Déberman Pinscher son razas caninas en la que la

Cxyptococosis se ha diagnosticado con mayor }401ecuencia,cuyo contagio se

realiza habitualmente por la via respimtoria, habiéndose incluso aislado devfosas

nasales deperros asintomsiticos (ACOSTA, Y ALVAREZ, 1999).



II.-MATERIALES Y METOD0

1.-RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

E1 bulbo de in}402ag�034Ajo�035,fue recolectada en el Instituto Nacional

de Investigacién Agraria �024Ayacuchoa 2720 ms.n.m. en bolsas de polietileno

durante el mes de enero de 21:30 2001 aproximadamente media kilo y seleccionado

por cada variedad Chuschi, Napuri, y Arequipeiia.

Estas variedades }401leron Ilevadas para procesar al Laboralorio de

Microbiologia de la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga.

El bulbo del �034Ajo�035previamente peladas, se colocaron en un mortero de

porcelana debidameme lavada y desinfectada y se procedié a su molienda

utilizéndose un pilén de porcelana, obteniéndose particulas diminutas, aceitosas

_v/0 untuosa.

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

preparacién del1}402z__m§ �034Ajo�035.


















































































