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RESUMEN. La utilidad de Petiveria alliacea L. como agente antimicrobiano ha sido reportada por diferentes autores. Sin
embargo, su actividad como antimicético ha sido poco estudiada. El objetivo del presente estudio fue constatar el efecto
antifingico in vitro de un extracto hidroalcohdlico de esta planta (EHAPAL) en 11 cepas de levaduras. (Candida albicans
ATCC 64548 y ATCC 64550, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030, C. lusitaniae ATCC 200951, C. parapsilosis
ATCC 22019, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Rhodotorula mucilaginosa LMIPK 0282, Trichosporom asahii LMIPK
0293, Cryptococcus neoformans var. grubii LMIPK 0291 y LMIPK 0292). La actividad antifingica in vitro fue evaluada
mediante procedimientos de difusién en agar y dilucién en caldo. La concentracién final de células en el medio (Sabouraud
con EHAPAL al 0; 0,5; 2,5; 5y 10 % fue de 0,5 - 10° levaduras - mL" . Se definié como concentracién minima inhibitoria
(CMI) la menor concentracion del extracto que inhibiera al menos el 50 % del crecimiento al compararlo con el control de
crecimiento de cada cepa. De las 11 cepas estudiadas, 9 fueron totalmente inhibidas en presencia del extracto al 10 % y
seis con €l al 7.5 %. E1 100 % de las cepas alcanz6 la CMI, a concentraciones entre 5 y 7,5 % de EHAPAL. Concentraciones
mas bajas del extracto solo produjeron inhibicién débil del crecimiento. Los resultados demuestran el efecto antifingico
in vitro del anamu en todas las cepas de levaduras estudiadas, sugiriendo que el extracto de esta planta pudiera ser po-
tencialmente empleado en el tratamiento de las infecciones causadas por estos agentes.

ABSTRACT. Petiveria alliacea’s utilities as antimicrobial agent have been reported by different authors. The aim of this
work was to study the antifungal effect of a hydroalcoholic extract of this plant (HAEPAL) on 11 yeast strains (Candi-
da albicans ATCC 64548 and ATCC 64550 C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030, C. lusitaniae ATCC 200951, C.
parapsilosis ATCC 22019, Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Rhodotorula mucilaginosa LMIPK 0282, Trichosporom
asahit LMIPK 0293, Cryptococcus neoformans var. grubii LMIPK 0291 y LMIPK 0292). The antifungal effect against these
species has not been reported before. The in vitro antifungal activity of HAEPAL was evaluated by diffusion and dilution
procedures. Final concentration of the strains in the medium (Sabouraud-dextrose with HAEPAL at 0, 0.5, 2.5, 5, 7.5 and
10 %) was 0.5 - 10% cells - mL*. The minimal inhibitory concentration (MIC) was defined as the lowest concentration of
the extract that inhibited at least half of the growth compared with the growth control for each strain. HAEPATL 10 %
completely inhibited 9 of the 11 studied strains, while a total of six were inhibited by the extract at 7.5 %. All the studied
species reached their MIC,, value with HAEPAL at 5 and 7.5 %. Inhibition activity of lower concentrations of the
extract was very weak. A significant in vitro inhibitory effect of P alliacea extract on the studied yeasts was observed.
These results suggest a potential use of the evaluated extract as antimycotic treatment.

INTRODUCION

Importantes epidemias de enfermedades infecciosas
recuerdan constantemente que se vive en un universo
de microorganismos que evolucionan mas rapidamente
que los medicamentos antimicrobianos efectivos que el
hombre es capaz de desarrollar para combatirlos. Los
hongos han emergido como la cuarta causa mas frecuen-
te de infeccion. Un 40 % de estas infecciones tienen un
desenlace fatal.l?

Esta situacion resalta la necesidad de desarrollar nue-
vos medicamentos que resulten mas efectivos e inocuos.
En este sentido, las plantas constituyen abundantes fuen-
tes de productos que han sido utilizados durante siglos
para el tratamiento de enfermedades infecciosas.?

Petiveria alliacea L, conocida popularmente como
anamdu, es una planta natural de América tropical. Se
le atribuyen propiedades antiespasmodicas, diuréticas,
emenagogas, estimulantes y sudorificas. También se ha
empleado en cataplasmas para mitigar dolores, contra la
hidropesia, la artritis, la mala memoria y para inducir el
aborto.* Adicionalmente, se encuentran disponibles en
el mercado internacional multiples productos aprobados
por la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA, de
sus siglas en inglés) de los EE. UU. como medicamento
de apoyo al sistema inmunolégico y estimulante general
que la utilizan como materia prima.’

En una base de datos para el anamu http://www.rain-
tree.com/anamu.htm, ha sido reportado el efecto antimi-
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cético de su extracto como una de las propiedades de
la planta y se menciona a Candida albicans entre las
especies susceptibles. No obstante, se aprecian algu-
nas contradicciones referentes a sus potencialidades
en este sentido.5’

Hasta la fecha, se han realizado en Cuba algunas in-
vestigaciones sobre las caracteristicas farmacognésticas
y fitoquimicas de Petiveria Alliacea L. Sin embargo,
sus propiedades antimicrobianas, especialmente frente
a los hongos han sido poco estudiadas. Los resultados
reportados hasta el momento sobre este tltimo aspecto,
sugieren pobre o ninguna actividad de los extractos en-
sayados sobre Candida albicans en tanto que para otros
agentes micéticos se desconoce.”®

Tomando en consideracién la presencia en la planta
de sustancias con probada actividad contra los hongos,’
este trabajo se propuso corroborar su acciéon contra C.
albicans y ampliar el nimero de especies a estudiar
para determinar su susceptibilidad frente a un extracto
hidroalcohdlico de Petiveria Alliacea L.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion del extracto (tintura)

Se prepar6 un extracto con las hojas de Petiveria
Alliacea L. previamente secas a 40 °C y pulverizadas en
molinos con perlas de porcelana y alcohol al 70 % (EHA-
PAL). Una parte de hojas secas y molidas de mezcl6 con
cinco partes de etanol y se agité durante 24 h a tempe-
ratura ambiente. La tintura obtenida del sobrenadante
después de 6 h de reposo sediluy6al 1,5,10,15y 20 % en
agua destilada y filtrada por membrana de 0,22 um . La
esterilidad de estos preparados se comprob6 mediante
estria por agotamiento en placas de agar dextrosa de
Sabouraud (ADS).

Cepas empleadas y preparacion del inéculo

Se utilizaron cultivos de 24 a 48 h en ADS de Candida
albicans ATCC 64548, C. albicans ATCC 64550, C. krusei
ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030, C. lusitaniae ATCC
200951, C. parapsilosis ATCC 22019, Saccharomyces ce-
revisiae ATCC 9763, Rhodotorula mucilaginosa LMIPK
0282, Trichosporon asahii LMIPK 0293, Cryptococcus
grubii LMIPK 0291 y C. grubii LMIPK 0292. Para cada
cepa se preparé una suspension madre en agua destilada
estéril, la cual fue ajustada a una concentraciéon final
de 1 - 10° células - mL! mediante conteo en cadmara de
Neubauer.

Determinacion de la actividad antifiingica

La determinacién de la actividad antifingica se lle-
vé a cabo mediante difusién en agar (variantes 1y 2) y
dilucién en caldo. En cada caso, la concentracién final
de levaduras fue de 0,5 - 10° células - mL"' y de 0,5; 2,5; 5;
7,5y 10 % de EHAPAL. La concentracién minima inhibi-
toria (CMI, ) fue definida para cada cepa como la menor
concentracién del extracto capaz de inhibir al menos la
mitad del crecimiento con relacion al control (crecimien-
to en medio de cultivo solo con el diluente del extracto).
Cada procedimiento se realizé por duplicado.

Para la primera variante de difusién en agar se em-
plearon placas Petri con ADS sobre cuya superficie se
inoculé con hisopo estéril la suspensiéon de levaduras.
Después de dejar reposar a temperatura ambiente du-
rante media hora se colocaron discos de papel de filtro
(@ = 7mm) impregnados con las diferentes disoluciones
de EHAPAL y se incub6 a 30 °C durante 72 h .

En la segunda variante se empled el método de placa
vertida segiin Pérez y col.!’ con modificaciones minimas.

El medio de cultivo (ADS) fue vertido en la placa previa
inoculacién con la suspensioén de levaduras para obte-
ner una altura de 4 mm . Una vez solidificado el agar, se
perforaron pozos de 5 mm de didmetro y se descargaron
20 uL de cada dilucién de EHAPAL en ellos. Después
de media hora a temperatura ambiente, las placas se
incubaron a 30 °C durante 72 h .

En ambos casos, se consideré actividad inhibidora
del extracto ante la presencia de una zona de inhibicién
microbiana alrededor del disco o pozo.!!

Enlaprueba de dilucién en caldo, el medio de cultivo
(caldo dextrosa de Sabouraud) + EHAPAL alas distintas
concentraciones, se dispenso en tubos 100 X 13 con tapa
derosca estériles. Cada cepa fue inoculada en una bateria
de tubos con medio + extracto a concentraciones desde
0 hasta 10 %. Una vez realizada la siembra, los tubos se
mantuvieron en incubacién a 30 °C . Transcurridas 72 h,
se aplicé agitacién vigorosa a cada tubo y se realizaron
diluciones 1/10, 1/100 y 1/1 000 en agua destilada estéril.
De cada una de ellas, se transfirieron 10 uL a placas con
ADS las que se mantuvieron 72 h a 30 °C con observa-
ciones/mediciones diarias. Con ayuda de un visor de
aumento (Gallenkamp), se realizé el conteo de unidades
formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) de cada
cepa frente a cada dilucién del extracto empleado.

RESULTADOS

Mediante el empleo del método de dilucién en caldo,
se pudo constatar que EHAPAL al 0,5 y 2,5 % solo pro-
dujeron inhibicién débil o nula del crecimiento de las
cepas estudiadas. La presencia del extracto al 5 % fue
capaz de inhibir en al menos la mitad, el crecimiento de
C. parapsilosis, S. cerevisiae, R. mucilaginosa y C. grubii,
las cuales no fueron capaces de crecer en lo absoluto a
concentraciones mayores. Para las cepas de C. albicans
ATCC 64548 y T. asahii se alcanz6 la CIM,  con EHAPAL
al 7,5 %, mientras que para C. albicans ATCC 64550, C.
glabrata y C. kruseti fue necesario un 10 %. Estos resul-
tados fueron mas faciles de apreciar en el conteo de las
UFC a las 48 h de incubacién empleando la dilucién
1/1 000 (Tabla 1).

No se observaron halos de inhibicién en ninguna de
las variantes del método de difusién en agar, por lo que
este no resulté util en la evaluacién del efecto antifun-
gico del extracto.

DISCUSION

El riesgo de padecer infecciones micéticas opor-
tunistas ha experimentado un dramético incremento,
especialmente, en aquellos pacientes con algin grado
de compromiso del sistema inmune.! Esta situacién
se ha tornado atiin mas alarmante con la apariciéon de
la pandemia del SIDA, siendo las maés frecuentes la
candidiasis, la neumocistosis, la criptococosis y la histo-
plasmosis sin dejar de destacar el amplio espectro de
agentes fingicos hasta ahora considerados inocuos y a
los cuales se les ha responsabilizado de cuadros infec-
ciosos muchas veces fatales.'? Por otra parte, a pesar de
los avances alcanzados en el tratamiento especifico, ain
quedan muchos problemas por resolverse; por ejemplo,
el empleo de la anfotericina B se encuentra limitado
debido a su elevada nefrotoxicidad, en tanto que el uso
de los azoles tales como el fluconazol, el ketoconazol y
el itraconazol ha dado como resultado la emergencia de
cepas resistentes.?

El efecto antimicético de algunas plantas ha sido
objeto de interés de algunos investigadores que basados
en reportes etnomédicos han confirmado dicha accién
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en diferentes hongos.® Los mas estudiados han sido el
aceite del arbol del té y de la naranja agria,® asi como los
extractos de Solanum,’ Alpinia galange,> Noesenbergia
pendurete,'? Zingiber officinalis,'® Juglans cinérea,'® Ori-
ganum manjorana y Plantado lanceolada Hook.'*

La actividad antifingica de Petiveria alliacea L.
también ha sido estudiada por algunos investigadores.
Martinez y cols. en 2003 reportaron ausencia de actividad
antimicrobiana al estimar los porcentajes de inhibicién
relativa frente a C. albicans empleando el método de
difusién en agar.” Caceres y col. evaluaron su accién
frente a Epidermophyton flocosum, Microsporum canis,
Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophytes
y Trichophyton rubrum al realizar un estudio com-
parativo de plantas nativas de Guatemala.!>!” Mas
recientemente, Alves Silva y col. encontraron una
baja proporciéon de esporas germinadas de Colleto-
trichum gloeosporides después del tratamiento con el
extracto de Petiveria Alliacea L. mientras que Bena-
vides y col. emplearon cepas mutantes de S. cerevisiae,
Cladosporium cladosporiodes y C. sphaerospermum
para demostrar el efecto antifingico de polisulfuros
de Petiveria alliacea L.'®* No obstante, los resultados
han sido muy variables, lo que pudiera deberse, en
buena medida, a la sensibilidad de las diferentes cepas
estudiadas frente a los compuestos que se proponen
como responsables de la accién antifingica, a la pro-

porcién en que se encuentran los principios activos en
los extractos o a los diferentes métodos empleados en
la preparacién de estos.

Por otro lado, esta variabilidad también pudiera
obedecer a los métodos empleados para determinar la
actividad antifingica. Segin Caceres y cols. los me-
jores resultados se obtienen con aquellos métodos en
los cuales el extracto estd mas en contacto con la cepa
estudiada,® lo que sugiere la posibilidad de una pobre
difusion del producto activo a través del agar. En este tra-
bajo, la inhibicién del crecimiento empleando métodos
de difusién en agar para cada una de las cepas fue nulo,
lo que motivd la realizacion del experimento mediante
dilucién en caldo segun las condiciones antes descritas
y con el cual se logré observar claramente el efecto
antifingico de Petiveria alliacea L. Esta experiencia
sugiere la necesidad de repetir los estudios empleando
este ultimo método con especies que hayan tenido poca
o ninguna inhibicién.

CONCLUSIONES

Con este trabajo, se confirma el efecto antifingico del
EHAPAL en C. albicans y se describe en otras especies
patdégenas para el hombre. Los resultados sugieren las
potencialidades del extracto estudiado en el tratamiento
de infecciones causadas por estos agentes. No obstante,
se requieren otros ensayos que permitan comparar la

Tabla 1. Unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) obtenidas a partir
de la dilucién 1/1 000 a las 48 h de incubacién de las cepas estudiadas después de ser
enfrentadas a las diferentes concentraciones del extracto.

UFC/mL

Concentracién final de EHAPAL en el medio de cultivo
Especies (%)
de levaduras 02 0,5 2,5 5 7,5 10
C. albicans
ATCC 64548 8+ 108 6,5+ 10° 6,5 10° 7+ 106 4+ 108 0
C. albicans
ATCC 64550 4+ 10° 4+ 10° 3,710 3,8 10° 4+ 10° 0
C. krusei
ATCC 625 6« 10¢ 6,5¢105 63105 6,4 ¢ 10° 6 10¢ 1108
C. glabrata
ATCC 90030 8107 8+ 107 7107 6,8 10" 6,7°107 4107
C. lusitaniae
ATCC 200951 5 ¢ 108 5110 5,610 3,3 °10° 0 0
C. parapsilosis
ATCC 22019 7,6 « 107 7107 7107 2,3 « 107 0 0
S. cereviciae
ATCC 9763 7,110° 44+ 10° 7+ 108 2 ¢ 108 0 0
R. musilaginosa
LMIPK0282 6,5 105 6,4 105 44105 3,210 0 0
T. asahii
LMIPK 0293 3,810 3,110 3+10° 3+10° 1 10° 0
C. grubii
LMIPK 0291 2+ 108 1,910 1,2+ 10° 1 10¢ 0 0
C. grubii
LMIPK 0292 3¢ 108 2 ¢ 108 2+ 108 1,5 ¢ 10¢ 0 0

@ Control de crecimiento en medio libre de extracto.
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actividad de sus principales componentes con los anti-
mic6ticos comerciales.
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