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Resumen

La presente investigacién comprende la revision de dieciocho articul os cientificos desarrollados en seis
paises distintos, relacionados con la actividad antimicrobiana de extractos de Petiveriaalliacea L. Serealizé
unatabla resumen detallada en la que se plasmaron las condiciones experimental es empleadas en estudios
previos. Del andlisis realizado se sugiere que futuras investigaciones en la planta pudieran encaminarse a
reevaluar la efectividad de |os extractos elaborados con hojas, tallos y raices empleando material vegetal
fresco, temperaturas que no excedan los 37°C durante la elaboracién de los extractos y etanol al 70 o a 80%.
Las diferencias obtenidas y 10s resultados negativos en | os estudios publicados pudieran atribuirse a diversos
factores entre |os que se encuentran algunos vinculados con el material vegetal empleado y otros con las

condiciones experimental es disefiadas en cada investigacion.
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Petiveria alliacea

L.: various experimental conditions in the extracts elaboration with antimicrobial activity
Abstract



The present investigation comprises the revision of eighteen scientific articles carried out in six different
countries. The articles are related with the antimicrobial activity of Petiveria alliacea L. extracts. A detailed
table was created in a summary of the experimental conditions used in previous studies was presented.
Departing from the developed analysis, it is suggested that future investigations could be focused on the
reevaluation of the effectiveness of extracts elaborated through leaves, stems and roots using fresh vegetal
material, temperatures below 37°C during their elaboration and ethanol at 70 or 80%. The differences and
negative results in the studies that were published could be attributed to different factors among which some
related with the vegetal material used and others related with the experimental conditions designed in each

investigation.
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Introduccion

L as enfermedades infecciosas constituyen una de las principales causas de morbilidad y mortalidad anivel
mundial. El uso indiscriminado de antibiéticos sintéticosy comerciales ha empeorado € panorama, pues
muchos de |os microorgani smos causantes de enfermedades comunes, que podian ser tratados facilmente,
han adquirido gran resistencia. Cuantiosas son las investigaciones enfocadas en la busqueda de nuevos
compuestos bioactivos a partir de fuentes naturales, dentro de estas, un gran nimero han sido dirigidas hacia
la evaluacion de actividades antimicrobianas en extractos y aceites esenciales de plantas medicinalesy
aromaticas. Las plantas ofrecen grandes posibilidades en el descubrimiento de nuevos farmacos, ya que de
ellas se han aidado alrededor de 12 000 metabolitos secundarios, de los cuales un por ciento significativo
presentan actividad antimicrobianal. Petiveria alliacea L., es una planta perenne de lafamilia
Phytolaccaceae, usualmente conocida como anam( en |os paises de habla hispana2 y originariadel sur de
Estados Unidos, de Norteaméricay México. Esta especie tiene una distribucion geogréfica muy amplia,
desde la Florida, en toda América Central, desde Colombia hasta la Argentinay en Africa3. En lafigural se

muestra una fotografia de la plantay de su raiz.
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Lo anterior, Ilamala atencién acerca de que en un &rea geogréfica rel ativamente extensa se conozca la planta
con distintos nombres comunes, pero con propiedades curativas que a pesar de su diversidad, revelan una

cierta consistencia entre las diferentes regiones. Podria preguntarse: ¢Cémo fue posible difundir €



conocimiento y las aplicaciones de las propiedades etnobotanicas de esta planta entre tantas y distintas etnias
con diferentes lenguas y religiones?4 La actividad antimicrobiana de esta especie es una de las propiedades
etnobotanicas més difundidas por paisesy regiones, razon por la cual ha sido utilizada con fines medicinales
y hasido cultivada como “planta de la suerte” alacual se le atribuyen propiedades magicas en la
preservacion de la salud humana, alejando los males y las hechicerias3. De manera general, en algunos
paises entre |os que se encuentran Argentina, Cuba, Brasil, Guatemala, Haiti, México, Puerto Rico y
Venezuela se | e atribuyen a esta planta propiedades etnoboténicas para €l tratamiento de infecciones
cutaneas, urinarias, venéreasy del tracto respiratorio. Se le han otorgado ademas, propiedades depurativas,
antifngicas y antisépticasb. Lo anterior, ha sugerido la realizacion de estudiosin vitro por investigadores de
estos paises para comprobar cientificamente su posible efecto antimicrobiano. No obstante, las
investigaciones desarrolladas han evidenciado discrepancias en los resultados publicados entre autores.
Podria pensarse en la alternativa de reeval uar la actividad antimicrobiana de esta plantafrente alos
microorganismos sel eccionados en estudios anteriores, modificando |as condiciones experimental es durante
la preparacion de |os extractos. En la presente investigacion pretendemos analizar las condiciones
experimental es empleadas en estudios previos relacionados con la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de estaplantay solucionar unainterrogante cuya respuesta basada en |os resultados precedentes resulta muy

contradictoria en la actualidad.

Materiales y Métodos

Serevisaron un total de 18 articul os cientificos (procedentes de 6 paises distintos) referentes ala actividad
antimicrobiana de Petiveria alliacea, aunque no desestimamos la posibilidad de la existencia de otros
articulos que aborden latemética analizada. Se elaboré unatabla resumen en laque se clasifico la
informacién atendiendo ala parte de |a planta empleada en cada estudio, especificandose en todos los casos
si serealizd 0 no el secado del material vegetal. Se detall6 €l pais de procedencia de cadainvestigacion, la
actividad biol égica probada, |os tipos de extractos eval uados, las pruebas microbioldgicas realizadas, y en los
casos en los que las investigaciones lo declararan las dosis empleadas y |0s parametros asumidos para inferir
resultados positivos considerando las formulaciones farmacéuticas activas frente a los microorganismos. Se
especificaron las especies de microorganismos analizadas en cada articulo, detallando en cada caso si las
cepas empleadas eran 0 no de referenciainternacional. En latabla resumen se plasmaron ademés, los

resultados de las eval uaciones antimicrobianas y los autores y €l afio de cada investigacion.

Resultados y Discusion

Consideraciones generales



Laarticulos revisados indican que han sido diversas |as condiciones experimental es probadas en la
evaluacion de la actividad antimicrobiana de Petiveria alliacea. Estos estudios abordan la evaluacion
antimicrobiana de diversas formulaciones farmacéuticas entre |as que se encuentran decocciones, extractos
fluidos, extractos blandosy tinturas. De manera general, se han empleado una gran variedad de solventes en
la preparacion de |os extractos, entre os que se encuentran el agua, etanol a diferentes por cientos (30, 50,
60, 70, 80, 95y 100%), metanol, hexano, acetona, diclorometano, alcohol isopropilico, y mezclas de
solventes como diclorometano-metanol en la proporcion 2:1. Los solventes de mayor preferenciaen la
elaboracion de los extractos han sido el aguay €l etanol. Resulta totalmente 16gico que se centraran los
estudios en extractos el aborados con etanol por ser un solvente barato, abundante y de baja toxicidad. Los
resultados practicos obtenidos por diferentes investigadores corroboran que el etanol es € solvente mas
promisorio para extraer la mayoria de los metabolitos secundarios6. En larealizacion de los extractos se han
utilizado las hojas, lostallosy las raices de esta planta, resultando las hojas el material vegetal de
preferencia. Ochoa et a. (2013)7 plantearon la necesidad de comparar la actividad antimicrobiana de
extractos elaborados a partir de hojas secas y hojas frescas, considerando oportuno evaluar ademas el efecto
de la concentracién de los extractos y € tamafio de particula del material vegetal. Los estudios de actividad
antimicrobiana de esta planta se han desarrollado fundamental mente en Cubay Guatemala, encontrandose
que el 50% de los articul os revisados fueron publicados en la década del noventa. La actividad antibacteriana
del anamu ha sido probada al menos frente a 30 especies pertenecientes a 17 géneros distintos. El 86,7% de
las especies de bacterias evaluadas de manera general en los articul os pueden tefiirse con latincion de Gram,
de las cuales un 50% en cada caso, se clasifican como gram-positivasy gram-negativas. Se excluyen de esta
clasificacidn, cuatro especies del género Mycobacterium pues una vez tefiidas con col orantes basicos no se
pueden decolorar en etanol independientemente del tratamiento con yodo, y que por tanto, setifien con las
tinciones de Ziehl-Nedlsen y auramina. En los articulos consultados, algunos autores utilizan indistintamente
los nombres cientificos Salmonella typhosa y Salmonella typhi. Es vaido aclarar, que estos términos han
sido atribuidos ala bacteria considerada el agente etiol dgico de lafiebre tifoidea8 y por tanto, fueron
analizados como una misma especie; aungue reportamos en la tabla resumen los nombres especificos
utilizados originalmente por los autores de cada articulo. La actividad antifuingica de extractos vegetales del
anamu ha sido probada a menos, frente a 16 especies de hongos pertenecientes a 9 géneros diferentes. Se ha
evaluado la actividad antifingica frente a tres especies del género Aspergillus, consideradas importantes
agentes etiol dgicos de la aspergilosis. La posible efectividad de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos vegetales de esta planta se ha determinado frente cinco especies de hongos dermatofitos
intimamente relacionados (perteneci entes a l os géneros Epider mophyton, Microsporumy Trichophyton) y
causantes de dermatofitosis (usual mente conocidas como tifias). Cryptococcus neoformans, consideradala

especie mas importante de este género desde el punto de vista médico y conocida por causar unaforma



severa de meningitis y meningo-encefalitis también ha sido evaluada en la actividad antifingica de esta
planta. Otras especies de hongos como Neurospora crassa, dos especies del género Cladosporium, tres del
género Candida y cepas de referencia de lalevadura Saccharomyces cerevisiae han sido incluidas en estos

estudiosin vitro.
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Del andlisis de latabla resumen es posible apreciar que las hojas son el érgano vegetativo de la planta mas
empleado en la elaboracion de los extractos, independientemente de que |os escasos estudios realizados con
tallosy raices evidencian resultados més alentadores. Se conoce que |os precursores de |os compuestos con
actividad antimicrobiana de Petiveria alliacea son algunos aminoéacidos que contienen azufre. En las raices
de esta planta se han aislado cinco aminoécidos en cantidades variables entre |os que se encuentran la S-
metil-cisteing, S-etil-cisteinay S-propil-cisteina. Estos tres aminoéacidos han sido encontrados en cantidades
muy bajas en las raices de esta planta (< 3?7g/g de peso fresco)9. Sin embargo, |as concentraciones reportadas
en este érgano de la S-(2-hidroxietil) cisteina (0,2 mg/g de peso fresco)9 y de la S-bencil-cisteina (<107g/g
de peso fresco) 10 indican que a partir de estos dos aminoéacidos, se obtienen otros dos compuestos
conocidos trivialmente como 6-hidroxietinay petiverina que constituyen |os principal es precursores de los
metabolitos secundarios alos que se le atribuye la actividad antimicrobiana. Kubec y Musah (2001)10
aislaron dos diasteroisdmeros del sulféxido de S-bencil-cisteina (petiverina A y petiverina B) y plantearon
gue & contenido total de petiverinas en las hojas, tallos y raices de esta planta es muy variable, siendo de
0,07, 0,29 y 2,97 mg/g de peso fresco, respectivamente. El elevado contenido de petiverinas en las raices (42
veces superior que €l reportado en las hojasy 10 veces superior al reportado en los tallos) de esta especie,
sugiere la utilizacion de las mismas como el principal érgano de eleccién durante la elaboracion de los

extractos. No obstante, independientemente de que el anamu es una planta perenne y de amplia distribucion,



su explotacién a gran escala mediante la utilizacién de las raices podria afectar 1a supervivenciade la
especie. En los estudios anteriores, € principal criterio de eleccién de las hojas como material de partida para
la elaboracién de |os extractos podria atribuirse a que ademas de ser el drgano més hiodisponible del reino
vegetal, su utilizacién no implicala destruccion total de la plantalo que sugiere el uso sostenible de la
especie. Es posible asumir, que el contenido de petiverinas varia entre plantas que crecen en localidades
diferentes teniendo en cuenta que su formacién depende de diversos factores entre los que se encuentran la

composicion del suelo, el suministro de azufrey nitrégeno, €l climay lafecha de colectalO.

¢Esnecesario secar €l material vegetal?

Temperaturasa utilizar en la preparacién de los extractos

El sulfoxido de cisteina liasa es una enzima considerada la primera allinasa heteromérica, detectaday
purificada de las raices de Petiveria alliaceall. Esta enzima es compartimentalizada en las vacuolas de las
células, mientras su sustrato son los Cis sulféxidos de cisteina S-sustituidos que se localizan en e
citoplasmal2. Al ocurrir laroturade lostejidos, la enzima reacciona esencialmente con las petiverinas para
producir &cidos sulfinicosy €l acido ?-aminoacrilico, que son intermediarios efimeros cuya formacién no se
puede rastrear facilmente. Los acidos sulfinicos entre los que se encuentran el acido fenilmetanosulfinico
(PMSA) répiday espontaneamente se condensan con pérdida de agua para producir |os correspondientes
tiosulfinatos, de los cuales el més abundante en el anamu es el S-bencil-fenilmetanotiosul finato, también
conocido como petivericina. El acido ?-aminoacrilico subsiguientemente se descompone en piruvato, que es
el producto estable formado en estas reacciones. De este modo, la cinética de las reacciones de las alinasas
se determina monitoreando la formacion de tiosulfinatos o piruvato. EIl PMSA formado puede ser
interceptado posteriormente por la enzimafactor lacrimégeno sintasa (LFS) y convertido en € factor
lacrimégeno (PMTSO) conocido comUnmente como sulfino. Las concentraciones relativas de petivericinay
PMTSO en los extractos varian en funcidn de las proporciones en las que se encuentren las enzimas LFSy
las allinasas. Estudios in vitro han demostrado que si 1a concentracion de la enzima LFS es cinco veces
mayor alade las allinasas se obtienen como resultado de estareaccion e PMTSO, sus productos de
descomposicion, y benzaldehido. Si la concentracion de las allinasas es al menos 1,2 veces mayor con
relacién aladel LFS se obtienen cantidades sustanciales de PMTSO y de petivericinasl3. Kim et al.
(2006)14 plantearon que las discrepancias y 1a ausencia de actividad antimicrobiana de esta plantaen los
estudios precedentes podian ser € resultado de diferentes procedi mientos empleados durante la preparacion
de las muestras. Concluyeron ademas, que la inactivacion de enzimas por € secado del material vegetal y/o
laaplicacién de calor durante la preparacion de los extractos podriainterferir en laformacion efectivadel
sulfino, los tiosulfinatos, y por consiguiente de otros compuestos activos antimicrobianos como los

trisulfuros. Se ha demostrado que la actividad del sulféxido de cisteinaliasa se incrementa con el aumento de



latemperaturaen un rango de 4 a52°C. A 67°C la actividad de esta enzima disminuye precipitadamente y se
desnaturaliza a 84°C. Empleando como sustrato a las petiverinas la actividad de esta enzima mostré un 80%
de actividad a37 °C y un 100% a 52 °C11. Lateoria mas reciente que intenta explicar las contradicciones
existentes en |os estudios de actividad antimicrobiana de esta planta se basa en €l hecho de que un exceso de
laenzimaLFS con relacién alaallinasa puede disminuir de forma efectiva la formacion de tiosulfinatos. En
tales casos es laformacion del sulfino lacrimégeno (PMTSO) en lugar de los tiosulfinatos quien sirve como
evidencia de la presencia de |as alinasas debido a que las allinasas proveen el &cido sulfinico (PMSA), que
es el sustrato en €l gque actlan las enzimas LFS para producir sulfinol3. Se conoce que € sulfinoy los
tiosulfinatos son compuestos termol biles que sufren reacci ones subsecuentes particularmente cuando son
sometidos a calentamiento dando lugar fundamentalmente a diversos sulfuros, estilbenos, benzaldehido y
otros productos secundarios de descomposicidn, en su mayoria, carentes de actividad antimicrobianal4. Las
temperaturas empleadas en €l secado del material vegetal y durante la elaboracion de |os extractos podrian
ser las variables més significativas a tener en cuenta en los estudios de actividad antimicrobiana de esta
planta. Se sugiere la utilizacion de material vegetal fresco y temperaturas que no excedan los 37°C durante la
elaboracion de los extractos, alin cuando se conoce que las allinasas logran un 100% de actividad cataliticaa
52°C. Setratade lograr el equilibrio entre la actividad cataliticade la allinasay la preservacion del sulfinoy
los tiosulfinatos, cuyas concentraciones elevadas en |os extractos garantizan la efectividad de la actividad
antimicrobiana de esta planta. Esta actividad atribuida esencialmente a los tiosulfinatos se debe a que estos
compuestos reaccionan con grupos tioles de proteinas celulares de os microorganismos dando lugar

esencial mente a disulfuros mixtos que inhiben complejos enziméticos, la transformacién de proteinas, la
sintesisde lipidosy de ARN15. En €l reino Plantae, existen bien definidas dos estrategias defensivas. El
anamU pertenece alos niveles evolutivos bajos (Subclase Cariophylidag) y basa su sistema defensivo contra
patdgenos en la sintesis y acumulacion de sustancias antimicrobianas, las cuales estaran listas para ser
empleadas cuando ocurra el atague ala planta. Este sistema defensivo se conoce como “defensa cuantitativa
o0 defensa estatica’, pues estos productos se concentran en cada uno de los érganos a defender. Para lograr
esta bioacumulacion, | as especies perteneci entes a estos niveles taxondmicos, necesitan dedicar cantidades
importantes de energiay precursores que |e permitan mantener éstos altos niveles de antimicrobianos en la

planta.

Solventes de eleccion y actividad antimicrobiana de los extractos

Delarevision realizada es posible apreciar que los extractos de las hojas han mostrado actividad frente al
36,7% de las bacterias eval uadas en estudios antimicrobianos; presentando una mayor efectividad ante las
gram-positivas (63,6%). Las bacterias mas susceptibles alos extractos de |las hojas han sido: Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Enterococcus faecalis. Una observacién interesante es



gue los extractos de los tallos han mostrado actividad frente a 72.7% de las bacterias eval uadas en estudios
antimicrobianos. Los extractos empleados se han realizado con tres solventes diferentes entre los que se
encuentran el agua, laacetonay €l etanol (al 95% o diluido en agua en la proporcion 1:1). De estos solventes,
el etanol a 95% resultd activo segin Misas et a. (1979)16 frente al 70% de las bacterias evaluadas. Lo
anterior, indica que se logra una mayor extraccion de metabolitos antimicrobianos en los tallos con respecto
alas hojas, en las que solo se ha obtenido actividad en una de once bacterias, con este solvente a por ciento
analizado. Las bacterias més susceptibles alos extractos de los tallos han sido: Saphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri y Serratia marcescens. Se encontrd y reviso un solo articulo de
actividad antibacteriana de los extractos de las raices que fue activo frente Mycobacterium tuberculosis (la
Unica bacteria analizada) y elaborado con aguay etanol en laproporcion 1:1. Kim et al. (2006)14
demostraron la actividad antibacteriana de ocho compuestos sulfurados puros aislados de extractos de las
raices de anamul, los cua es fueron activos frente a nueve especies de bacterias y resultaron inactivos a
Pseudomonas aeruginosa. El indice de polaridad de los solventes es un factor importante atener en cuenta
durante la elaboracién de los extractos. Los extractos en acetona de hojas y tall os de esta planta han mostrado
actividad frente a un 40% de las bacterias evaluadas en estudios previos. Resulta llamativo que extractos de
las hojas elaborados con metanol, solvente con igua indice de polaridad que la acetona (5.1) resultaron
inactivos frente alas 17 especies de bacterias evaluadas por Meléndez y Capriles (2006)17. Los resultados
negativos obtenidos por estos autores pudieran atribuirse a secado del material vegetal realizado en estufa
durante dos dias consecutivos a 65°C. De larevision realizada es posible concluir que Saphylococcus aureus
y Pseudomonas aeruginosa han sido las especies de bacterias més susceptibles alos extractos de esta planta.
Laactividad antifangica de extractos de las hojas, tallos y raices de Petiveria alliacea se ha evaluado frente a
trece, dosy cuatro especies, respectivamente. Los extractos de las hojas han mostrado actividad frente a
cinco especies de hongos, de ellos Epidermophyton floccosum resultd susceptible al extracto acuoso y
Cryptococcus neoformans fue sensible a extracto en diclorometano. Se han utilizado una gran variedad de
solventes en la determinacion de la actividad antifiingica de extractos de las hojas de anamu frente aCandida
albicans, solo €l etanol a 70% ha mostrado efectividad frente a estay otras dos especies del mismo género.
Extractos de tallosy raices en una mezcla de etanol y agua en la proporcion 1:1 resultaron activos frente a
este importante patégeno humano. De manera general, |0s extractos elaborados con etanol a 70y a 80% han
logrado una elevada efectividad frente a las especies de bacterias y de hongos evaluadas en estudios de
actividad antimicrobiana de esta planta, |0 que sugiere que con la utilizacion de este solvente a estas
concentraciones se incrementa su poder difusivo en las células facilitandose una mayor extraccién de
metabolitos bioactivos. El etanol a estas concentraciones presenta un indice de polaridad intermedio, lo que
corrobora que la utilizacion de solventes relativamente polares no afecta la extraccion de los tiosulfinatos,

impidiendo la formacion de sus respectivos productos de descomposicidnl4. Se ha demostrado ademas, que



batir el material vegetal fresco con lafinalidad de disminuir su tamafio de particula favorece el incremento en
los extractos de células lisadas por destruccion mecanica de paredes y membranas celulares. Lo anterior,
justifica unamayor extraccion de metabolitos durante la maceracion del material vegetal, los cuales se
mezclarén directamente con el solvente una vez destruidas las células implicando una reduccion del proceso

difusivo de extraccion como consecuencia del incremento de procesos cinéticos.

M étodos empleados en la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extr actos de Petiveria
alliacea

De manera general, los estudios de actividad antimicrobiana de Petiveria alliacea se han realizado con los
métodos de difusion en agar (72,2%). Esta técnica es la méas empleada en |os estudios de susceptibilidad de
los microorganismos, ya que es posible evaluar una gran cantidad de antibiéticos en un corto periodo de
tiempo. No obstante, estos métodos tienen varias limitaciones como son: densidad del in6culo, temperatura
de incubacion, tiempo de laincubacion, tamafio de la placa, espesor y composicion del medio. Los articulos
publicados indican que las concentraciones de |os extractos empleadas en estos estudios han sido muy
variables. En este sentido, es valido aclarar que en la actualidad no existe una organizacion o institucion que
legisle o estandarice las concentraciones de extractos vegetales a emplear, por tanto, la seleccidn delas
concentraciones a evaluar es arbitraria aungue deben tenerse en cuenta los niveles de toxicidad de los
extractos frente alos model os bioldgicos alos que esté dirigida su aplicacion. En términos de
investigaciones cientificas el método de dilucién es més sensible y revela datos cuantitativos, pero resulta de

engorrosa labor y se hace dificil evaluar una gran cantidad de antibiéticos al mismo tiempo.

Conclusiones

La actividad antimicrobiana de extractos de Petiveria alliacea se debe probablemente, a sinergismo entre
varios compuestos quimicos presentes en los mismos, de los cuales, |os derivados sulfurados del
metabolismo secundario de esta planta juegan un rol esencial. Las diferencias obtenidas y los resultados
negativos reflejados en los estudios publicados pudieran atribuirse a diversos factores entre los que se
encuentran algunos vinculados con el material vegetal empleado y otros con las condiciones experimental es
disefiadas en cada investigacion. Las concentraciones enddgenas de petiverinas y las proporciones
enziméticas de allinasay de LFS en el material vegetal son factores aleatorios que influyen decisivamente en
los resultados. Sin embargo, el drgano vegetativo a utilizar, larealizacion o no del secado del material
vegetal, latemperatura empleada en la elaboracion y concentracion de los extractos, asi como la seleccién de
los solventes adecuados pudieran ser disefiados previamente para al canzar resultados positivos. Se sugiere
que laeleccién de las raices como material vegetal en la elaboracién de los extractos se valore en

dependencia de la escala de cada investigacion, siempre y cuando implique el uso sostenible de la especie.



L os estudios futuros de actividad antimicrobiana de esta planta pudieran encaminarse areevauar la
efectividad de | os extractos elaborados con |os 6rganos vegetativos cominmente empleados teniendo en
cuenta otras condiciones experimentales para las que se sugiere emplear material vegetal fresco, la
utilizacion de temperaturas que no excedan los 37°C durante la elaboracion de los extractos y de etanol a 70

o al 80%.
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