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I INTRuDUCCION

La fotogquimica tiene su orf{gen en las propiedades que poseen
ciertas moldculas de absorber 1a luz UV (ultravinleta). Durante
esta absorcifin las moléculas se excitan y sufren cambiers an su
astructura electrénica qua ocasionan finalmente un cambic en su
estructura estérica y funcional (9). ' '

La fotorreduccidn de cetonas‘es un de leos ﬁrocesns méds énti-
guemente conocidos y se puede reélizar, entre otres formas, por
exposicién de una solucién de la cetona a la luz solar.

Reacbionas de este tipo no son, sin embargo, exclusiﬁas del
trabajo de laboratorio; en las plantas, gue pueden cpnsiderar-
se como pequefios laboratorios qufmicos vivientes, ocurren pro-

~cesos fotoquimicos en los que intervienen digarsos metabolitos
Asecundarios.

La presencia de estos procesos en los vggetales se ha puesto
en evidenqia poer las propiedades que ranifiestan a;gunas'plan -
tas como la de causar dermatitis por crntactr con la piel y en
presénciavdé la luz snlar, pero no en la nbscuridad (13); o
bién, pof su poder haemolftico (17) o bacteriostitico (10).

Este fanSmano fotoguimico, al que se dio el nqmbre‘de foto-
‘toxicidad (8), indujo a los investigedores a buscar los metabo-
litos secundarios que en los vegetales pudieran sufrir una reac-
cién de tal naturaleza.

Se ha encontrado que, los productos responsables de la foto-
toxicidad en las plantés pe:tenecén a varios grupos como son
las Furocumarinas, los tiofenns‘y los acetilencs,

Las furocumarinas fuercn los primernn prrductes qué se carac
tqrizarnn per sus preopiedades frtotfxicas. Se encuaentran en di-

uersgs familias 3 Rutacaae, Leguminnsge,‘Aplaceaa, Pépiliﬂna-




ceas, Mrraceae y Umbelliferae (4, 14). En la familia C~mprsitae
no se ha encontrado furocumarinas, pere s{ prliacetilennrs y tin=-

fencs. De 3idens pilosa se aislé el tridecapentainenn {cH -(c:c)s-

~CH=CH )(14), que tisne accifin bacteriostdtica y fungistdtica crn

tra alguncos micronrganismos incluyendo Candida alblcans. Lrs nati

vrs dg las islas Hawaii usaban la especie Bidens camphylotheca en

fﬁrma de t& como ténico o purificador sanguineo y en el tratamien
to de las aftas que aparecfan en le brca de los lactantes, causa-
das per Candida (14).

En el génern Tagetes, son los tiofenos y lrs prliascetilenss -

los rasponsables de las propiedades fototnxicas de las plantas

(17). sSe han hechr estudios quimicos en varias especies de este

género ( étula, minuta, glandylifera. v erscta) pero en ninguna

referencia se estudia detalladamente Tagetes tenuifolia planta

que se eligi6 en el Laboratorio de Qufmica de la Facultad de Cien
cias de la UNAN para realizar este trabajo. ’ '

JDentro del andlisis fitoquimico de las especiés, unn de los in
teréses al estudiar los productos secundarios que en ollas se en-
cuentran, es localizar aquellos que séan cafactérfsticos.de una -
familia n género y gque pueden ser usados como marcadores qufmicos
en taxenomfa. En el caso ds Tagatas, los tinfencs aisladns'pnr T
wars'(ld) y Atkinson (1) en algunas especies pndrfan ser caracte--
risticos del género.

Con el fin de aumentar el nimero de especiss analizadas del gé-
nero Tagetes para dar apoyo a esta hipftesis, se inicia este estu-

dip con Jagetes tenuifeolia, montivn de la presente investipacifn, =

siendo sus_objetivos: Comprobar la actividad fototéxica. de lrs ax-
tractos hexdnicos de la planta y, si son activns, aislar y caractg

rizar los compusstos responsables de dicha actividad.




IT ANTECEDENTES
Se analizard aquf brevemente la naturaleza quimica de los com-
puestos responsables de la fotrtoxicidad de ciertos vegetalas y -

la forma comn se ha puesto en evidencia esta toxicidad,

a. Cumarinas ,

Dentro del grupo de las cumarinas, son ;gs furocumarinas como
el psoraleno (furo(S—Zg)cumﬁriﬁa)(I) v sus derivedns, los qus -
causan dafio a la piel humana enipresenciavde luz UV dq hnda~1§rg'

ga (320-370 nm), pere nn en la nbscuridad (13).

1

‘Fouwlks demnstré6, en 1958 (10) que los psoralenos son fotntoxi

cos tambidn para las bacterias..Posterinrmente Daniels {8) empleb

un método reiatiuamante sancillo con Candida albicans'para’muas--:
trear plantas que tuvieran fototoxicidad., La gfueba consiste en =
colocar una parte de la planta problema en una caja de Petri so-=-
bre una placa de agar sembrada con la levadura e incubar’cnn luz
UV 'y en la obscuridad. Si la plante es activa, la pnlaca presenta:
un haln per inhibicifn de crecimientn cuander se incuba expuesta a

la luz UV, perc nr cuando se hace la incubacifn en la nbscuridad,

be "infenns
Entre las plantes que examin® Danisls (1965)(8) y gque tuvieron
fntetoxicidad sobre Candida estd el frute del cemoasdchitl (ca'én

quula, maravilla o blavelin), Tagetes patula, E£sta planta nartenge

ce a la familia Compositae [rfs*teraceae) , hasta sntrnces ar se ha
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bf{a repertadm la presencia de furmrcumarinas en esta familia, que
prdrfan ser las causantes prnbahles del fenfmenn frtetéxicn per -
1o que Truwers (1977)(14) emprendif el estudin de algunrs de sus -

miembros, entre ellns Jagetes patula, para investigar la naturalg

za quimica de las substancias gue provocan este efectn vy ancrntrd
que pertenecen al grupe de les tinfenrs.

En 1958 Uhlenbroek y 8ijlno aislaren de T. erecta dns cempues-
tos fuertemente antihelmfnticrns: el alfa-tertienile (2,2v:5%2"~ -
tertienilo)(11), que yve Zechmaister y Sease habf{an aislado con an
terznridad de pétaleos de la misma especie (18), y un crmpuesto . =

nuevo, el (5-(but-3=-en-l-inil}2, 2'bitienile)(I1I), v cumprnbaron

plenamente sus estructuras por sfntesis (15).

~CH=CH,

11 ‘ 111
De esta misma especie Bnhlman y Herbst (3) aislaron un tercer

compuesto, el cis-5-(4 acetoxy but-l-enzl)-Z,2'-bitlan110 (1v):

v

Estas tres substancias se encontraron también en T, patula (3).

'En‘1965, Atkinson y colaboradores estudiaron lns‘cnmponentes -
dé la rafz de T. minuta y.encnntf;rnn-varins bitieniles (1). La -
plante tiene marcada actividad antihelm{ntica éontra elnydogyne
_javanlca, gusanh qus.ataca la rafz del tabaco, Igualman-e se ana=-
lizarrn 1rs gxtractes de la raiz de las especies de Tagetas estu= .
diadas por su grﬁpo ﬁﬂr qrnﬁatngrafia en plaba fina (7), encen --

. .. trando poca variacién cualitativa en los patrones de las manchas



N TR lrs Geri ar' - del! ticfon-, siendr lrs Cﬂmpue$—
tes principales sn todas las especies estudiadas, lns compuestes
11 v III.

Trwers et al. (14) inVQstigaroﬁ la nﬁturaleza quimica de 1lnrs -
compuestos resprnsables de la fototoxicided en T, patula v aisle-
ron y comprobaron que sen los mismos {11 v I11) que rbtuvo Uhlen-

breoak.

c{ Paliacetilencs

El grupo.de Tomefs examiﬁﬁ[igualmenté otros miembros de ‘la fa-'
milia Chmpnsitae y -en-los extractos de flésﬁuins'da'chrysénteMum’
loucanthemum encontré que el compuesto fotrtéxico més activo era

un- poliacetilenn cuyo espectro en el UV fue similar al de V (4):

CHy (CZC) 4= ( CH= CH)2 (CH,) 4CAC

En Bidens pilosa L. (16), que también tiene accifn sobre Can-

dida y.otros mlcroorganlsmos como Escherichia coli vy Bacillus sub
tilis, encontraron que los agentes causanfes del fenfimeno son va-

“ries poliacetilenos, entre ellos sl fenilheptatriino (VI):

d. .Protable mecanismo de accifn

£. Yamamoto et al. (17) srmetierrn eritrocitos humaprs a la ac’
cifn de algunns compuestos pnliécetilénicﬁé ah présendié de luz -
Luvy defectarnn pérdida de potasic y. hemﬁlisié. Previamente a ds-
ta ncurria una inactivacifn de acetllcnlinesterasa y de otras en-

zimas en el exterior de la membrana calular, debldn tal vez a un
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dafio en su estructura o a una andificacifin en el ambiente de la -
membrana gque parece ser el primer blanco’del fenilheptariino y -
del alfa-tertienilo, en particular. Ambrs actdan dafiandn las pro-
teinas celulares.

A nivel molecular la accifn tAxica se explica de la siguiente
forma:

Las furocumarinas lineales se cnmbihgn con las bases pirimidi-
cas dal ADN (con la timina en el ADN de timo de becerrn) a través
de sus dobles énlaces’an las pasiciones 3,4 o 4',5'. Se cree que.
al dafio celdla& ocurre cuando se establaece un enlace covalente cru
‘zado entre las dos hélices del ADN y los dos dobles enlaces de una
molécula de psoraleno. Estns enlaégs cruzados mantienen las dos hé
lices unidas, aun en condiciones ds desnaturalizacién (16).

En las furocumarinas angulares el mecanismn dg accién os dife-
rente, reaccionan formando tambiéﬁ enlaces cruzades, pern con una
sfla de las hélices del ADN, permitiendn su separaciéin por desna-
turalizacién (16).

un mecanismo similar al de¢ las furocumarinas angulares se prse
tula para el fenilheptatriino (16).

En elvcaso del alfa-tertienilo y sus deriuadns,la accifin foto-

téxica parece deberse a la produccién de oxfgenn singulete (acti-

vaon), pnr efecte de la irradiacidn (2):

b \]*

ESPECIE ACTIVADA
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+ 53—

o, +PROTEINA"" inactivacién pbr dafio a uno

, ) o de cinco eminodcidos: p-hi-
droxihistidina; metionina,
‘fenilalanina, cistefna o
trlptnf‘ann.
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IIT UBICACION TAXuUNUMICA DE LA PLANTA (6)
Divisién: Nagnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
SUBclase:jAsteridae
Crden: Asterales
Familias Compositae
Tribu: Helgniaé
Género: Tagetes _ '
" gspecie: Tagetes tenuifolia Caﬁ.»

IV"DESCRIPCION~NUBFULUGICA (12)

kﬁierba"défzﬁ-do cm de altura, cen las hnjas opuestas pinati~--
aectﬁs;fc¢6 les divisiones pequefias, elfpticas, finamente aserra-
'daég‘tébezualaé cpﬁ éllinvélﬁ;to dq'llold mm de altn; }fgulas an;
;ﬁas de 7-Blﬁm de longitud. Aquenios lineaees, negros, con 4=5 es
camitas difersntes de unos 4-5 mm de largo. ‘

Florece en septiembre y octubre y crece en altitudes de 1 800
. a 2 900 manm, en el Pedregal de San Angel en el D.F.; en el cerro
de San,Barfnlo, Qn la Sierra de Guadalupe, Oro de Hidalgo, Cafiada
de Cuajimalpa, sn la bajada a Chimalpa, Jilotepec, Ixtapan de la

Sal 'y Teutli,‘en gl Estado dé méxico,
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V MATERIAL Y METCDOS

La colecta del material se hizo en el Pedregal de Sen Angel, D.
Fe dﬁrante al mes de Octubre en que la planta presenta flores. Se
procuré sacar a los ejemplares cdmpletos incluyendo la rafz, El g
jemplar seleccionado para determinacifn y Herbario se encuentra -
depésitadu en sl Herbario de la Facultad de Ciencias de la UNAM,
(Feme) . |

El material se sacfl a temperatura ambiente y una vez secas las
plantas se saparf rafz, parte aérea y flor, moliéndose en un m011
no manual por separado. Los molidos tuvieron los pesos que se 1nfl
dican en la tabla 1.

a) ubtenciﬁn de los extractos

Los molidos de Flor (437 5 a) y de raiz (777 D g) se cnlucarnn‘
en su totalidad en matraces de bola de 12 1 da capacidad, mien- -
tras que del tallo se ocuparon dnicamente 928.0 g, ya que el total
(1 239.5 gj excedfa la capacidad del recipiente. En cada matraz se
vertieron 10 1 de hexano para realizar una extraccibn en frio y al
abrigorde la luz (los compuestos buscados son termo y fotoldbiles)
durante cuatro semanas.

ta separacién de los extractos hexdnicos del resto del material
s8lido se hizo por filtracifn en papel y paétariotmenta se avaporé
el filtrado a presidén reducida, trabajando siempre &l abrigr de la
luz. Una vez nbtenidos los extractos sscos se pesarcn para conncer
ol rendimiénto de la extraccifn. Los ressultados se sncuentran ano-
tados en la tabla 2,

Sobre 1rs extractos se realizarrn dos clases de pruebas: 81016-*

gicas (actividad hemol{tica y bacterinstatzca) vy Quimices (separa-
c16n ge-los. componentes de los extractos y caracterizac16n del al-

fg-tertienllo v ntros‘compuestos.
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b. Pruebas bioldgicas

1., Actividad hemclitica

La actividad hemolftice de los qxttactns se determiné prr al
métode usual para detectar hemflisis, can las modificacicnes pro-
pias del caso.

Antes de efectuar las determinacicnes sobre los extractos se
hizo una curva de calibraci6n para calcular posteriormente el por-
centaje de hemflisis causado por la fotoactivacidn de e$tos.

Se tomaron § ml de sangre humana por van1puntura y se cnlncﬁ
1 ml en cada uno de 5 tubos de ensayo, ajustando el voldmen a 5 ml
-con soluciones de NaCl al 6.9, 0.7, 0.3 y 0.1%, respectivamente, y
el Gltimo tubo se ajustf con agua destilada. Al términc de media
hera se centrifugarnn a 5 000 fpm durante 5 minutos y con el snbre.
nadante se hiclieron las lecturas de la hemoglcbina liberada en un
espectr~fotfmetro Perkin- Elmer Coleman 295, a 525 nm. Las lecturas
promedio de tres repeticircnes, dadas en abgsorbancia, se encuentran
en la tabla 4.

Con estas lecturas:se trazé la curva de callbracidn, ancrtando
las crncentraciones de }as soluciones de NaCl en las abscisas y en
ias ordenadas,; las absorbancias. En esta curva se interpnlarﬂn las
diferencias de-absorbancia aentre las lecturas nbfenidas de lns tu-
bos problema y testigo para obtener el ' de hemflisis provocada por
fotoactivacién de los extractns. Se considerf como 100% de hemfli-
sis la prouncada prr el agua destilada (Fig. 1).

Para el experimento con 1ns extractns de las diferentes prrtes
de la planta se tomaron 10 ml de sangre humana v se llevarrn a 100
ml‘VCﬁn stlucién isatﬁnica de NaCl, habiéndnse estahlecidr previa-
mente esta dilucién comn la adecusda pafa las crndici~nes de la dg

terminacifn, la cual s hizn crn drs series de tuh~s de ansavn, u-
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na mantenida sl abrigr de la radiacifn Uv, frrrandr les tubns crn
papel aluminir (serie testign), y la ntra crn lrs tubes sin fa- -
rrar para scmeterla a la accifn de la luz UV (serie prrblema). Ca-
da serie censté de S tubrs, 3 para cada un- de los extractos y 2 -
contrrles.

£n las dos series se cnlrncaron en cada unco de los tubos 4.5 ml
dg 1avsuspensiﬁn de glfbulos rojos; a. 3 de ellrs se agregaron 0.5
ml de una solucifn hexdnice (1 mg/l ml) de 1lns extractes de rafz,
tallo y fler respectivamente, al cuarte se agregarcn 0.5 ml de -
hexano y al quinto D.5 ml de solucién isoténica de MaCl.

tes 10 tubos de les dos series se colocaron en un bafio de tempg
ratura constante a 3&-35°c y se irradiaron con una lédmpara de luz
UV de onda larga Philips 57413pA0-TUV30W, durante 1 hora, agitan-
-do suavemante cada 15 minutrs. Transcqrriﬂn gl tiempr de exprsicién
se decant® la solucidén hexanica del extracto, que se heb{e separa-
dr de la fase acucsa, les tubes se centrifugarrn 5 000 rpm duranté
5 minutrs y con el scbraenadante se hicieron las lecturas en el es-
pectrefotémetro, a 525 nm. Esta determinacién se repitif tres veces

y los resultados promedio, dados en absorbancia, se encuentran en

la tabla 5.

2. Actividad bacteriostdtica

Los organismos utilizados en estas pruebas fueron Escheri- -

chia coli y Bacillus subtilis..Se empleS el método usual eh micro-

biolegfia para el crecimiento de microorganismos, aplicandn para la
determinaci6n de la fotosensibilidad el m&tode sugeridn por Daniels
(8).

El trabaje se inicié con g, crli (bacterias pertenecientes a la

cepa pBR 327 RR1 prrcedente del Departamentr de Micrrbinlrgfa del

Instituto de Investigacinnes 3icmédicas de la UNAN). Se prepard A-
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gar de fueller-Hintnr de Binxen, parz cultive de micrﬂnrganismﬂs,
38 g prr 1 de agua destilada, y.se le adici-~naron 0,25 g'de crlr-
rante vegetal rojr para lograr crntraste Apticr crn las crl~nias
an crecimiento. ©l medir deg cultivn y el material de cristalerfa
se esterilizarcn en auteclave a 120°C y 15 1bs de presifn, duran-
te 15 minutes. La manipulacidn prsterior se efictud dentrn de una
campana estéril. Cuando el material estuve lo suficientemente frio
como para manipulérlo se procedid a verter el medin er cajasddé.ﬂg
tri dé"g cm de didmetro. Una vez sclidificado el maﬂin se efactuf
la siembra con aplitad"ras do pldsticr con puntas de algod€n, qué'
se intrndujeron eﬁ el cultiﬁd‘dé reserva y se aplicarcn al gel pro
curande formar lingas gruesas ﬁuy cercanas entre si sin romper la
superficie; con ﬁbjétr de obtener un c:ecimientﬂ compacto,

La determinacifn de la fotoactivacidn de lns extractrs se hizo
con dos series de.cajas,'una protegida de la radiacién UV cen pa--
pe. aluminino v la otra libre de proteccifn. Cada seris constf de 9
cajas, distribuidas comn se indicé en el cuadfo.édjuntn, nds dos -
cnntroles.

En czba caja se intrrdujo un circule de papel filtro mhatMEnANo.
2, de 2 cm de didmetro, previamente impregnadn de las soluciones dev
1ns extractos hexdnicns de rafz, tallo y flor a las concentraciones
que se indican en el cuadre. Antes de introducir el papel filtro a
las cajas se dejf secar al aire para eliminar la mayor parte dol =

disolvente. En una de las dns cagas crntrol se e~lrch un disecn 1m-

pregnado sélo con hexano y la otra se dejé sin dlscn.-
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Distribucifn de las cajas de Tetri para la deter-
minacifn de la fortotoxicidad de lrs extractes

Concentracidén Fl~r Rafz Telln
sin Uy con gy sin Uv c~n UV sin UV con Uy
cajas cajias cajas
1 mg/ 2 ml 1 1 1 1 1 1
1 mg/ 5 ml 11 101 101
1 mg/10 ml 11 1 1 11

Todas las cajas se crlmcarnn en una campana bajn radiacién UV
de onda larga (cﬁn la misma lémﬁara empleada para la determinacifin
de la actividad hemolitica) durante 24 horas. Al concluir este tiem
po se suspendif la radiacidén y se hizo la observacifip del crecimian
to bacteriano. Se dejaron las cajas 24 heras mds sin radiaci®n y -
se welvif a hacer la nbservacifn.

Toda esta experimentacifn se repitif 6 veces y el premedic de
las nbservacirnes se encuentra anctasde en la tabla 6.

Para Bacillus subtilis se procedi® de idéntica manera. En este

case la cepa prrvino del Laberatorie de fierrbielrgfa da la Facul-
tad de Fedicina Veterinaria y Zeotecnia de la UNAM y lns resulta =
des promedio aparescen anctados en la tabla 7.

¢ Pruebas gufmicas

l. Separscidn de los componentes de los extractos,

T ———  Sw—— S—— —

Fara separar los compnnentes se hizo una cromategrafia 1{qui-
de-1fquido de alta presién de cada unn de los tres extractns pu-
rificades. Para purificarlns, a cada une se le SOmatiﬁla una croma
trgrafia en columna de gel de silice, en la que la relacifn gel-ex
tractr fue de 100:1 {150 g cde sflice y 1.5 g de extractc disuslto
en la mf{nima cantidad de hexann).

£1 eluyente fue hexanr y se recrgieron fraccicnes de 40 ml cada

una; se emplef cemo indicader de la presencia de los compuestos «
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buscados, luz UV de onda larga, eplicada directamente srbre las
fraccimies cen una lémpara Blak Ray UVUL 56. Las tres crlumnas se
forrarcn con pepel aluminic para evitar el pasn de la 1luz, asi co-
mo los matraces en que se recogieron las fraccirnes.

£En el caso del extracﬁn de raiz, se cnlectaren 37 fraccirnes de
las que'lds primeras 17 no fuvieron fluorescencia a la luz UV, de
la 18'en adelante, hasta la 32', hubo intensa Fluqrescencia, al res
to de las fracciones que no presentS resbuasta se desach&.

Del extracto de tallo se recogieron 30‘fraccinneé de las cuales
ias fraccicnes 8' y 127 y desde la 14' hasta la 26° presentaron in
tensa fluorescencia, las demds se desechafﬂn. v

_ La crﬂhatngrafig‘del extracto da. flor fﬂe da.50‘fraccinnes, de
las que sfle presentarnn fluorescencia de la 18* a la 477 inclusi-
ve. | _ .

Al igual que en lns casos anteriﬁres, las restantes se descarta
rnn.'Las fraccirnes fluorescentes se reuni;ron en un matriz baiﬁn,
'l para cada extracto, y se‘evaporarnn a presifn réducida para elie
migar elﬂhéxann. Los rendimientos de estas crnmatograffasse asien-
tén en la tabla 3.

Lbs extractos secos, que-guedaron én las paredes del matrazvcn-
mo pequeﬁps manchas blanco-amargllantas, de textura lisa se srme=-
tiernrn a una cromatografia de alta presifn 1fquidn-lfquidn, Esta
ercmatrgraf{a se 1llev6 a cabn en un aparato Verian 8 500 crn detegi
tor de {ndice deo refraccifn. Lrs crematngramas ﬁbteniﬁﬂs se encueg'

tran en las figuras 2, 3 y 4,

2} Caracterizeci®én del alfa-tertieniln y de rtrrs cpmpuesfﬂs

+ 'Para carscterizar las fraccinnes.de la crﬂmatﬂgféffa del extrac

t~ de rafz, que se trmé cmnrc tipn, se emple” espectrrscepis en el
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ultravirleta (UV), infrarreje (IR), de resrnancia meqndtica prer-
ténica (RiP) y de massas {EN). Lrs espectrrs rbtenidrs se encuen-

tran en las figuras crrrespnndientes.
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Vi
RESULTADCS
TABLA 1

Pest de les melidos de Tagetes

Paso (g)
Raiz ?77.00
Tallr 1 239.50
flor 437:50

TABLA 2
~Rendimiento de las extraccinnes

Extracto hexdnico peso (g}
Rafz 12,90
Tallo 16.40
Flor ‘ 11.45

TABLA 3

Eéndimientn de la cromatograffa en columna

Extracto pese (mg)
Raiz AG. 60
Tallr 815.20

flor 75.00
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TABLA &

Curva de calibracifin

toncentracifn| Absrrbancia
NaCcl %
a.9 8]
0.7 "0.050
0.3 0.058
0.1 0.154
0.0 0.207
TABLA S

Actividad hemolf{tica

. ‘Absorbancia -
|[Extractos] Prrblemal] Testign 7\ ‘Hemélisig
Raiz 0,9022 | 0,8715 0.0307 15.0%
Tallo 0.,9075 0.8256 0.0819 3.0
Fleor 0.9647 0.8055 0.1592 75.4
Controles
Absorbancia Hemdlisis 7
con con sel, con ceon snl,
hexano Jlisoténica hexano | isotdnic
Irradiado 0.1614 0.0086 5 0
Sin Irradiar 0.0755 1]
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Tablas cualitativas da crecimiento bacteriano.

Claves de crecimiente:
sxsx crgcimiento muy abundante (a)
%% crgcimiento abundants (b)
* cracimiantn poco abundante(c)

* ningdn crecimiento.

b d
 Crecimientc de f. coli
Crncentracién v Fler : Re{z i Tallie -
|_Extracto/hexano | sin 4y con UY sin UV_con UV | sin UV con UV
1l mg/ 2 ml L2 N nn » Py Y3 ’ vﬁi;{:fi.;*ify:ff
1 mg/ 5 ml e - P man riiigj'V:Ti“"”
1 mg/10 ml s *n REE * e Fowme 7 wen

Controles
Condicinrnes sin uv con (1Y)
Sin papel ¢} :
filtxo 43 oy
Con papel
filtro y hexann Rt g %

.
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TaBLA 7

Crecimiento de B. subtilis

A ————————— we—

Concentracién

Flegr rafz Tallo
| _Extracto/hexanc | sin UV con UV sin v con UV sin UV ceon UV
1 mg,/ 2 ml bfallel * N » wew *
1 l mg‘ 5 ml % % » W E» *% WRRE *
1 mg/10 ml AR * *NE % AREE e
Controles
"L Condiciones sin vy con vy
Sin papel
filtro . xR
jCon papel
filtro v hexano RRE T )




?
rovn o D em
1
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Vi
DISCUSICN

Actividad hemﬂlftlca

Analizando la tabla de resultados admero 5, lns controles sedia-
lan que la irradiacién por si sola practicamente nn provoch hemé-
lisis durante el piempo que duré la experimentacifn y que el hexa
no ocasiona un muy peguefic porcentaje (=5%) de hemflisis, por lo-
que la liberacifin de hemnglobina en los tubos testigo y problema
se debs exclusivamente a la accifn de lns extractos scbre los s-
ritrocitos. '

Eﬁ la serie de tubos testigo la absorbahqia s mennr que en la
de los tubos problsma, lo cual indica que los extractos seon acti-
ch ﬁurvsi mismns,‘peru que al irradiérlqs, esta actividad‘aumeﬁ-
ta. La diferencia entre la absorbancia de los‘tubns probléma y la
de ldé-testigos da, interpolada sn la curva de calibracifn (Fig.l)
el procentaja do hemdélisis producido por la fotnactivﬁciﬁn de los
extractos. A - |

- El extracto de flor es el mds sensible a la activacifn por ra-
diacién UV (75.4% de hem6lisis), el de tallo tiene un valor inter
medio (39.0%) y el de raiz es el menos sensible (15%).

gEsta sensibilidad.a la fotoactivacifn estd de acuerdo con la =
composicifin qﬁimica de los extrac£us. Se sabe que lns poliacetile-
nos son fotosensibles y tienen accién sobre los‘éfitrncitns (17).
El extracto dg flor es el que tiene mayor proporcién de poliaceti-
lanos y fue el més active. En Srdan decreciente de proparcitn de -

‘poliacatilenns y de actividad se enCUentrﬁn los extractos deg tallo
vy rafz.

Actividad bacter;ostatlca

Las plantas que al somaterlas a la prusba de Danxela (8) presen
tan un halo de inhibxc;ﬁn de creclmxento ‘bien dafxnido, tanto a la

luz UV como ‘en la ubscurldad, se denominan antibiﬁticas (ld)
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Tagstes tenuifnlia pertenece a este grupn. 3Je pudr rmhservar en

las cajas de crecimiente un hale de inhibicifn alrededrr del papel
filtro, ligeramente marcade en las cajas que no se irradiaren (lo-
te testigo) y perefectamente definide y de diferente ancho en las
irrediadas (leote problema). En estas Gltimas, ademds, el crecimiento
de los rrganismos a partir del halo y hacia el borde de la caja es
menor gque en las no irradiadas, yendo en disminucifn, segin la xti-
vidac Cel extracto y ia concentracidén, hasta llegar a ser nulo. Estn
se debe a gue hay difusién del extracto en todo el medin de cultivo,
quedando mis cdhcéntradu en la parte inmediéta al papel filtro.

Los controles indican gue tanto la accifin de la luz Uvrﬁnr s{
snla, cpm6 1; del hexann irradiado, es mfnima snbre leos micrrrrganis-
mes, prr 1o que la inbibiciﬁn del crecimiento se debif, prdcticamen-
te en su trtalidad, a la accifn fototéxica de los extractaos. ‘

Le ciferencia de crecimiento en Escherichia coli (colonias circu-

lares, planas, lisas, de colnr blanco lechosc] entre el lote testigo -

y el problema fue pequefia. Por lo‘que respecta a Bacillus subtilis, el

crecimiento en el lote problema (colonias circulares, blancas, planas
y lisas) se vio inhibido fuertemente, por lo que la diferencia con el
testigo fue muy marcada.

Se ve pues, gque £. coli {Gram -) tiene una menor sensibilidad a la
accifn fototfxica de leos extractos que R, subtilis (Gram +). Este se

debe a que los micreorganismos Gram -, no se afectan practicamente pnr

la accién de los pnliacetilenos fotoactivados, pero sf los Gram+ (14),

y los extrectes de Tagetes tenuifolia tiensn poliacetilenos. Lz pequefia
sensibilidad que muestra E. coli se debe a 1lns tinfenns.

Reé#ectn a dichos extractos, sl de fler, en ‘el gue predominan les
poliacetilenos, resulté ol mds active y tiens fuerte accifén bacterions-
tdtica aun a la menor diluéiﬁn probada. Vienan en seguidea el de tallo

y flor, con una muy pequeiia difsrencis entre ambos, y ya sinracci6n



24

a la dilucifin menor.

Se puede deducir de estos resultados y considerando la crmpoO-
sicién qufmica de los extractos, que los poliacetilenos tienen -
una mayor actividad fototfixica qda los tiofenos frente a los mi-
croorganismos, igual que como se vio para los eritrocitos.

composicifn de los extractos

Una vez comprobada la ctividad fototéxica de los ex£ractns de
las diversas partes de la pianta»(ra{z, tallo vy flor) con las -
prugbas hemolftica vy bacteriostatica, se brucadiﬁ a separér sus
comnonentes con objatos de cerciorarnos de que esta act1v1uad se
debe a la presencia de tiofernos v pollacatilanos. ‘

La separaciéfn se hizo por cromatograffa 1£quidn-1£quidn de al-
ta presidén y en los cromatngramas obtenidns se puede apreciar la
presencia de 6 diferéntas substancias que guardan enfre_si distin
‘tas bropﬁrciones,en los tres extractos (de rafz, tallo y fler) -
(Figs. 2, 3 y 4 respactivamente).

" 'F1 Gltimo pico de los cromatogramas, © sea, las Jltimas frac-<<
ciones de la cromatografia, es el que tiene el alfa-tertienilo y
pueda verse que la cantidad de este compuesto, existénte en los ex
tractos, es diferente para cada uno de sllos. La mavor proporcifin
.corresponde al extracto de rafz-y en nrdeﬁ dacreciente uiénen 1rs
extractos de tallo, con una propercifin intermedia v 1rs de fler =
. con una proporcién ligeramente menor que la del talln. |

Antes de proceder a la crrmatografia del extracte crL:dn de rafz,
que se tomd comr tipo, se le determiné un espectrer en el UV para -
referencia y se vio que prédcticamente cnrresprnde al del alfa-tor-

tienile, séflo que con sus madximrs desplazados liqeraménte hacia =~
- longitudes de nnda menores (343.5 v 249 nm). |

Uns vez2 fraccinrnado gl extractr en la crrmatrcraffa, se determi-
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nd el espectro en el Uv.de ia fraccifin 7, una de las correspondien
tes al pico de mayor proporcifén (picr 6) en el crematograma. Este
gspactre tuvo el mismo perfil (Fig. 4) que sl del extractr crudo,
sflo que con los méximos desplazadns a una mayor longitud de onda
(347 vy 248 nm) y las curvas con un coeficieﬁte de extincifn mayor.
No obstante gue va es una substancia purificada, todavi{a nc alcan-
26 los méximos reportadeos para el alfa-tertienilo (350 y 252 nm) -
(11); 1a diferencia se debe probablemente a pequefas impurezas y

:a que:los espectroé no sé corrieron ébn el mismo aparato.

Ademds dei aspec#ro en-el UV, a esta fraccibn se le corrié un
asﬁactio de masas (Fig. 5), en donde el ién molecular tiene una se
fial a 248 n/e que concusrda con el peso moleculsr del alfa-tertis-
nilnr(éda) Queda as{ comprobado que el componente. principal dal -

extracto de raiz es gsta substancias

alfa-tertienile (I1)
cl2H853 P. M. 248
De la fraccifn 5 del cromatograma del mismo extraéto, que Clw=
rresbnnda a la confluencia del pico 5 con el priﬁcipin del pico 6,
se determinaron los espectros en el Uv, en el IR y de Rmb. El ese~
pectre en el UV muestra el mismo perfil que el del alfa-tertienilo

(Fige 6) y an el IR, ademfs de las bandas caracter{sticas de este

ctmpuesto, entre 1 000 y 650 cm'l,aa puéde-apretiar una a 2 200
-1

cm © de triples enlaces (Fig. 7). En el espectre de RIP (Fig. R) se

pueden wver sefiales correspnndientes a dos protenes vinflicrs termi-

nales y a unn'vecine a un enlace acetilénicr (cantradns a 7,22 vy -

5.4° 6, respectzuamante), pnr ‘1n que el .crmpussto corrasprndiente al .
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pico 5 se identifica come el 2(butin-l-en-3-il)ditienilo (III).

Is1

A la fraccifn 4 del cromatograma se le hicieron iguales deter-
minaciones espectroscépicas, identificéndose el compuesto corres-
pondiente como el 2(hexadiin;l.3-an-5-il)S(propin-ldil-l)tiofano,
(vin). ' ‘ -

Vil

De las tres primeras fracciones del cromatngiaha, que corres-
’bonden a los picos i, 2 y 3, se determinaron también los espectros
en el UV y,sa proponen para los compuestos coiraspondiantes a estos
frea picos las siguientes férmulas tentativass

Pico 3

MCBCH-CB-CRCHCH,
~ 2(ectain-1-dien-3,5-11)S-metiltiofeno (VIII)
! Pico 2 e

CHSC-C=C-0r-C=G-CH,CH.CH-CH,

dodecatetra-1,3,5,7-inc (IX)
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Fice 1

CH-CuC-CuC-CsC-CH;CHCH,CH-CE-CH, )
tridecatri~2,4,6,in0 (X).

Mediante este andlisis se puads ver que los extractos hexdnices
tante de rafz, como de talle y flor estén constituidos por compuss
. tos peoliacetildnicos y tiofénicos, que son . los que les confieren -
la actividad fototéxica. La diferencia de activided de 1ns extrac-
tos estd dada per las distintas proporcicnes en que se encuentran
estos dos tipos de compuesters enellas. Sp puede apreciar que 1lns -
poliacetilénices tienen mayor activodad fototéxica que los tioféni
cds, ya que a; sxtracto de flor, en sl gque hay mayor proporcién de
.puliacetilenos, resultd el mds activo, y el de raiz en el cual pre

dominan los tiofenos, fue el menos activo.



- Fi6.1
WasoRBANCIA _ CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINAR
7.DE BEMOLISIS

o204

(11

- e oumn e WA WER . TMp  Wn e e

010,
..... ......:.__......_._...._....._. ALLO
! !
| {
! i
{ 4 t
0%, " ;
i R
1 !
——————— *’T-F' — e — _.._—_._l_..m...__.—-—-—
! !
| !
| |
g » !
YN X (4 g y X Ty
Z. BEMOLISIS T ] ) 25 )



F16.2

©! TERTIENILO




16,3




FI1G.4

7 CTERTIENILO.

FLOR



F16. D (< TERTIENILO)

= R TR 3 36 LONGITUD DE ONDA )’



=

+ . 11 i ’ ‘ i) o
20 40 [ 88 160 120 5




JFI16. 7 (COMP 11

LONGITUD D ONDATwe)




F16. 8

15 MICRAS
106] s P U PPPTORTR. PP SN LN . BLREs
* " oo
to) o
s
aiw
E ko
F ]
-
lo
s
o
1650 6o oo Tibs (3 [ ("7 (L7 Jg

Ho

3000

LONGITUD DE ONDA (cs')



(aodgpm . 3000 2000 1000
n‘:: 1800 1000 800

180 . 00 50
40 $oo 800 200
(£ L 300 ‘150

QOOOOT'




28

VII CCONCLUSIVNES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Los extractos hexdnicos de rafz, talle y flrr de Tagetes tenui-

folia tiensn actividad fototfixica (hemolftica vy bactericostética.

La activided de l0s pxtractos va, en frden decreciente, de flor
a talle y a rafz. ‘

Bacillus subtilis es mfs sensible a la accifin de los extractos
que Escherichia coli. _

La cromatografia 1fquido-lfquido de alta presién indica la bre-
sencia de seis componentes en los extracteos, en difarantés pPropogse
cionegs en cada uno, ‘

£l andlisis espectrométrice d; las fraccinnes de la crrmatogra-
ff{a permitif la identificacifn del alfa-tertienilo y de los com- -
puestos poliacetilénicos. » '

SaVQOnprobG as{ que la actividad fetotéxica de los extractos se

debe a la presencia de tiofenos y poliacetilenos.,



29

VIII REFERENCIAS

1,
2.

3.
4.

5.
€e
Te

9.

10.
11,
12.

16.

17.

Atkinson, R.E., R.F. Curtis y G.T. Phillips. J. Chem. Soc, 7109
(1965).

Bakke, Je¢, F.J. Gommars, I.VN1evwenhevis y H, Uynbera. J. Biel.
Chem., 254, 1841 (1979).

Sohlmann, F. y P. Herbst. Chem. Ber., 95, 2945 (1962).

Cammy Eeles GoH.N., Touers y S.C. Mitchell. Phytochemistry, 14,.
2007 (1975).

Chan, G.F.0., G.H.N. Towers y J.C. Mitchell. Phytochemistry,
14, 2295 (1975).

tronguist, A. "An Integrated System of Classificatioa of Flouwe-
ring rlants®., Columbia University Press, Neu York (1981).

Curtis, R.F. y G.T. Phillips. 3. Chromatog., 9, 366 (1962).
Deniels, F. J, Invest. Dermat., 44, -259 (19685) ‘
Depuy; C.H. 'y C.L. Chapmad. "Reaccianeslﬁnle;uiéras Q'futoquimi-
cas®. Alhambra, Madrid (1975). ’

Foulks, U.L., D.G. Griffith y E.L. Oginsky. Nature 181, 571(1959)
Ksoreman,H.J. y H. Uynberg. Recueil, 86, 37 (1957)»

ma;tihez, M. y E. matuda. "Flora del Est ado de Méxicow, II;

‘Biblioteca £nciclojédica del Valls de méxico. México {1979).

Pathak, MieAs. y D.li. Kramer. Biochim. Biophys. Acta, 195 (1969).
Tomsrs.AG.H.N,g C.K. Wat. E.A. Graham y R.J. Beanddni. Lloydia,
40, 487 (1977).

‘Uhlenbroek, JeHe v JeDe Bijloo, Recueil Trav. Chim.. Pays-Bas,

77, 1004 (1958).

Yat, C., R.K. Biswas? E.A. Craham, L. Bohm y G.H.N. Towers. J.
Nat. Prod. 42, 103 (1978)

Yamamnto, £.s C. Uat, w.D. Kacrae v G.H.N. Towers. Febs Letters,

107, 134 (1979), : L

Zechmeister, L., y J. Sease. J,Am. Chem. S~c., 69, 270 (1947).



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Antecedentes
	III. Ubicación Taxonómica de la Planta (6)   IV. Descripción Morfológica (12)
	V. Material y Métodos
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Referencias



