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RESUMEN

RESUMEN

En la medicina tradicional mexicana se usa una variedad rica de plantas para el tratamiento
de enfermedades gastrointestinales, especificamente, infecciones del tracto digestivo,
dichas enfermedades son de las mas comunes causas de muerte en areas rurales (INEGI,
1999). Las plantas producen una gran diversidad de sustancias que pueden ser activas en
muchos campos (medicina y agronomia). Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar
el potencial antimicrobiano de la planta Tagetes lucida, la cual es usada para el tratamiento
de infecciones causadas por enterobacterias (algunas molestias gastricas y diarreas etc.) y
hongos patdgenos (infecciones fangicas etc.,) en humanos (Caceres et. al,. 1993; Linares
et. al., 1992 y Céspedes et. al., 2006). Sobre la base de ésta informacion y la alta
resistencia contra el ataque de insectos y patégenos que muestra la planta; fue llevado a
cabo el estudio fitoquimico biodirigido con las partes aéreas de T. lucida, de esta se
obtuvieron los extractos metandlicos, a los cuales se les determind su actividad
antimicrobiana mediante la técnica de difusion en agar, sobre 14 cepas de bacterias, una
levadura y cinco hongos miceliados. A estos extractos se les determind la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida minima (CBM), de acuerdo al
método de dilucion en caldo. El extracto metandlico de inflorescencias resultd ser mas
activo frente a cuatro cepas de Vibrio cholerae, una levadura (Candida albicans) y 3
bacterias Gram-positivas (Sarcina lutea, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus), ademas
los dos extractos metandlicos mostraron actividad antifingica en contra de Aspergillus
niger. De los extractos metandlicos de hojas e inflorescencias se logré aislar dos
metabolitos secundarios mediante métodos cromatograficos, a los cuales también se les
determiné la CMI, CBM, la concentracion fungicida media (CFsg) y la concentracion
funguicida minima (CFM), frente a las cepas de microorganismos las cuales mostraron ser
sensibles a los extractos metandlicos de las partes aéreas. Mediante  estudios
espectroscopicos (UV, IR, RMN'H, RMN®C, experimentos bidimensionales como DEPT) y
espectrometria de masas (EM), se logré determinar la estructura quimica de uno de los
compuestos responsables de la actividad antimicrobiana siendo este la 7-metoxi-cumarina
(compuesto 2). Resultando que el compuesto “1” (posible mezcla de dos compuestos), solo
mostré actividad antimicrobiana frente a 5 cepas experimentales (4 cepas Vibrio cholerae y
Candida albicans). Se realizo un experimento de desafio para obtener la curva de
supervivencia de una cepa Gram-negativa (Vibrio cholerae aislada de un caso clinico)
frente al compuesto “1” (posible mezcla de dos compuestos), el cual mostré un
comportamiento bacteriostatico con una cinética multimpacto a dosis equivalentes a la
CBM. La 7-metoxi-cumarina manifestd actividad antibacteriana y antifangica (Vibrio
cholerae, Aspergillus niger y Candida albicans). Se obtuvo la CMI y la CBM para cada
cepa bacteriana, en donde los valores mostrados para las 4 cepas Vibrio cholerae se
encuentran entre 0.5 mg/ml y 1.5 mg/ml respectivamente; se realizé un experimento para
obtener el efecto de la 7-metoxi-cumarina sobre la inhibicién del crecimiento radial de
Aspergillus niger, en donde la CFM de este compuesto aislado se encuentra a
concentraciones mayores de 3.0 mg/ml y mostrando a esta concentracion un efecto
bacteriostético; la CFso se presento a una concentracion de 1.02 mg/ml.
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INTRODUCCION

Las plantas han sido utilizadas por el ser humano para satisfacer necesidades como
la alimentacion y en especial para aliviar algunas enfermedades; asi nuestros antepasados
aprendieron a través del saber popular de generaciones anteriores a curar con éxito una

gran cantidad de enfermedades (Nice, 1993).

Las plantas medicinales se han sometido a diversos estudios fitoquimicos y
farmacoldgicos para verificar su efectividad, han demostrado tener propiedades
terapéuticas gracias a ciertos compuestos llamados metabolitos secundarios o productos
naturales (Murphy, 1999).

Histéricamente, muchas sustancias bioactivas han sido productos naturales, y la
prueba esta en que estas contindan ofreciendo un ilimitado suministro de farmacos utiles
para el tratamiento de diversas enfermedades, entre las que se incluyen las infecciosas. Se
estima que existen alrededor de 250,000 especies de plantas superiores en nuestro planeta
y que Unicamente del 5-15% han sido investigadas por su valor terapéutico por lo que la

gran mayoria permanece aun sin investigarse (Cutler y Farnsworth, 2001).

Aproximadamente el 60% de la poblacion del mundo depende casi completamente
de las plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades y que los productos
naturales han sido reconocidos como un importante fuente de recursos terapéuticos
eficaces; estos son la mas exitosa fuente de las principales drogas. De los 520 nuevos
farmacos aprobados entre 1983 y 1994, el 39% fueron productos naturales o derivados de
éstos y 60%-80% de las drogas antibacterianas y anticancerigenos fueron derivados de
productos naturales. Por lo tanto, el uso de estas sustancias ha sido la Unica y mas exitosa
estrategia para el descubrimiento de nuevos medicamentos. Menos del 10% de la
diversidad que hay en el mundo ha sido probada en cuanto a la actividad biologica. Miles
de compuestos bioactivos tienen una aplicacibn comprobada en la farmacéutica, la
medicina o nutraceutica. Los productos naturales pueden ser una fuente mas economica de
la diversidad quimica que la sintesis de cantidades equivalentes de diversas sustancias

quimicas (Harvey, 2000).
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Los nuevos compuestos bioactivos estan siendo encontrados continuamente usando
la informacion basada en estudios etnobotanicos y usos indigenas. Un célculo del uso de
las plantas medicinales sugiere que mas de 35,000 especies son usadas mundialmente
(Cameron et al,. 2005).

México es uno de los paises que posee mayor diversidad bioldgica en el mundo y
cuenta aproximadamente con 10% al 12% de las especies de plantas que habitan el
planeta, ocupando el cuarto lugar en cuanto a riqueza floristica (Rzedowski y Equihua,
1987; Soberon y Llorente, 1993).

La medicina tradicional ocupa un importante lugar en la realidad médica del pais ya
gue la medicina alopata cubre solo el 40 % de los servicios de salud (Eloff, 1998); de ahi la
importancia de los estudios etnobotanicos como precursores de las investigaciones
fitoquimicas y farmacologicas, que permitan encontrar nuevos farmacos contra diversas

enfermedades (Hernadndez et al., 2003).

Desde tiempos antiguos la medicina tradicional mexicana ha sido utilizada, una
amplia variedad de plantas han sido usadas para tratar desordenes gastrointestinales, tales
como diarreas y parasitos intestinales, estas enfermedades prevalecen en areas rurales
del pais. La informacion obtenida de medios escritos y orales es una buena opcion para
mejorar la salud humana en comunidades geografica y culturalmente aisladas (McGaw et
al., 2000 y Hernandez et al., 2005).

Las plantas son un importante elemento de sistema medicinal indigena en México
(Heinrich, 2000). Asteraceae es una familia botanica de enorme importancia en la medicina
tradicional de los mexicanos (Heinrich et al., 1998). Hay cerca de 361 géneros con 3,021

especies de Asteraceae reconocidas en México (Villasefior, 2003).
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METABOLITOS SECUNDARIOS Y SUS FUNCIONES

Las plantas son la principal fuente de obtencién de los metabolitos secundarios y
pueden funcionar como principios activos en la industria quimica, farmacéutica, agricola y
alimentaria, de los que se obtienen farmacos y otros productos quimicos como colorantes,
insecticidas, saborizantes, esencias y aditivos nutritivos
(Azcon y Talon, 1993; Calva-Calva et al., 2002). Los productos naturales son tipicamente
metabolitos secundarios, producidos por los organismos en respuesta estimulaciones
externas tal como cambios nutricionales, infeccion y competencia. Los productos naturales
son ampliamente reconocidos en la industria farmacéutica por su amplia diversidad
estructural también por su amplio rango de actividades farmacologicas; muchos de los
cuales son agentes antimicrobianos (antibacterianos, antifingicos, antiparasitarios,
insecticidas etc.) (William, 2000).

Dado que los metabolitos secundarios derivan biosintéticamente de los primarios, los
dos tipos de metabolismo estan interconectados. El metabolismo primario proporciona un
namero de pequefias moléculas, entre las que destaca el acido shiquimico, el acetato y los
aminoacidos, que constituyen los materiales de partida para las rutas del metabolismo
secundario. El acido shiquimico da origen a muchos compuestos aromaticos, entre los que
destacan los amino&cidos aromaticos, los acidos cindmicos y ciertos polifenoles. El acetato
es el precursor de los acidos grasos y de los policétidos por la ruta del aceto-mevalonato.

Los aminoé&cidos son precursores de los alcaloides (Azcon y Talon, 1993).

Se han aislado alrededor de 12, 000 metabolitos secundarios y se estima que estos
constituyen menos del 10% del total (Cowan, 1999). Las implicaciones de los metabolitos
secundarios en las interacciones ecoldgicas, es decir, en la relacion de la planta productora
con otros organismos de su ambito natural, desempefian funciones de defensa contra
herbivoros y microbios, funciones de atraccion de insectos para la polinizacion, tal funcion
se exhibe principalmente por antocianinas, carotenoides y monoterpenos, que pueden ser
atrayentes de insectos en flores, pero son insecticidas antimicrobianos en hojas. Otros
metabolitos secundarios presentan funciones fisiologicas, por ejemplo los esteroles

constituyentes de las biomenbranas o el polimero estructural lignina, también funcionan
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como iniciadores de sefales que integran la diferenciacion celular y el metabolismo en
diferentes partes del organismo vegetal multicelular (Azcon y Talon, 1993). Asi mismo,
pueden funcionar como transportadores de nitrégeno toxico y como protectores de
radiacion ultravioleta (Wink, 2000).

Los metabolitos secundarios pueden estar presentes de manera constitutiva en las
plantas sanas llamados (fitoanticipinas) o pueden ser sintetizados en respuesta al ataque
de patégenos (fitoalexinas) (Morrisey y Osbourn, 1999; Domingo y Lopez-Brea, 2003). En el
caso de que un metabolito constitutivo se produzca en grandes cantidades tras un ataque
microbiano, su condicion de fitoalexina dependeria de si sus concentraciones constitutivas
fueran o no capaces de eliminar el agente infeccioso, por otra parte algunos compuestos

pueden ser fitoanticipinas en unas plantas y fitoalexinas en otras (Dixon, 2001).

De acuerdo a lo anterior, la defensa de los metabolitos secundarios contra
herbivoros y microbios puede ser constitutiva o puede desencadenarse en horas o dias
después de la infeccion, ejemplos de estos compuestos son las isoflavonas, las
furanocumarinas, las chalconas y los estilbenos. De esta manera la sintesis y acumulacion
de los metabolitos secundarios es regulada en espacio y tiempo (Wink, 2000), de acuerdo a
estados especificos del desarrollo del organismo, de células especializadas y a periodos de
estrés causados por el ataque de microorganismos, por cambio en las condiciones
ambientales tales como intensidad de luz, estrés hidrico, contaminacion, suministro de
nutrientes (Azcon y Talon, 1993; Lambers et al., 1998). Estas sustancias se restringen a
ciertas especies de plantas y ayudan de alguna forma a la interaccién ecologica entre las
plantas y su medio (Gros et al., 1985; Croteau et al., 2000). Entre las plantas la
competencia puede ser principalmente por el suelo, la luz o los nutrientes, siendo liberados
los metabolitos secundarios al ambiente por medio de la exudacién de las raices, lixiviacion,
volatilizacion y descomposicion de los residuos (Kaufman et al., 1999). La interaccién de
una planta con microorganismos, herbivoros y otras especies de plantas puede ser un
factor positivo, negativo o neutral, para la sintesis de los metabolitos secundarios como
compuestos defensivos (antimicrobianos, inhibidores de la germinacion, insecticidas, etc.),

ante depredadores y patégenos (Vivanco et al., 2005; Kaufman et al., 1999).
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COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN VEGETAL

Las plantas tienen una casi ilimitada habilidad para sintetizar sustancias aromaticas
algunos de las cuales son fenoles o sus derivados sustituidos. Muchos otros son
metabolitos secundarios; las cuales sirven como mecanismos de defensa en contra de
ataques por microorganismos, insectos y herbivoros. Otros como los terpenos, dan a la
planta su olor; las quinonas y taninos son responsables de la pigmentacion de la planta.
Algunos otros son responsables del sabor (terpenoides, “capsaisina” en chiles), y algunas
de las mismas hierbas y especias usadas por los humanos para sazonar los alimentos son

utiles por proporcionar compuestos medicinales Cuadro (1) (Murphy, 1999).

Los antimicrobianos de origen vegetal, pueden ser divididos dentro de varias
categorias descritas de manera resumida a continuacion y en el apéndice 7 se muestran

algunas de las estructuras mas comunes:

a) Compuestos fendlicos simples y acidos fendlicos. Algunos de los méas simples
fitoquimicos bioactivos consisten de un simple anillo aromético sustituido. El acido cinamico
y el acido cafeico son comunmente responsables de un amplio grupo de compuestos
derivados fenilpropanoides, los cuales estan en su maximo estado de oxidacién (quinonas,
flavonoides, flavonas, taninos, cumarinas), terpenoides, aceites esenciales, alcaloides,

lecitinas, polipéptidos y poliacetatos (Murphy, 1999).

b) Las quinonas son anillos aromaticos con dos sustituyentes cetdnicos, altamente
reactivos, son intermediarios en la ruta de sintesis de la melanina en la piel de los
humanos. El potencial oxido-redox del par quinona-hidroquinona es muy importante en
muchos sistemas biologicos (coenzima Q, el sistema de transporte de electrones). Su
actividad antihemorragica puede ser debido relacionado a su facil oxidacion en tejidos del
cuerpo; las quinonas son conocidas por formar complejos irreversibles con proteinas,
seguida de la inactivacién de las mismas y la pérdida de la funcién, por esta razén, el efecto
antimicrobiano de las quinonas es grande. Probablemente el blanco en las células
microbianas son las adhesinas, polipéptidos de la pared celular, y enzimas unidas en

membrana, alterando asi su funcion (Murphy, 1999).
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c¢) Las flavonas son estructuras que contienen un grupo carbonilo, la adicion de un
grupo 3-hidroxil produce un flavonol. Los flavonoides son también sustancias fendlicas
hidroxiladas que se encuentran unidas en Cs-C3s un anillo aromatico; son compuestos
fendlicos los cuales contienen en su estructura quimica un ndmero variable de grupos
fendlicos. Estos son conocidos por ser sintetizados por las plantas en respuesta a
infecciones microbianas, El mecanismo de accion de éstos frente a los microorganismos
probablemente se debe a que forman complejos con las proteinas solubles y extracelulares,
especificamente con los aminodacidos hidrofilicos, inactivando proteinas y anulando su
funcion. Los flavonoides exhiben efectos inhibitorios en contra de multiples virus. Las
investigaciones acerca de este tipo de compuestos soportan la idea que su blanco
microbiano es la membrana, ademas de que algunos investigadores han encontrado que
entre mas grupos hidroxilo es mas grande la actividad antimicrobiana (Murphy, 1999). Por
ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fenomenos de dafio
oxidativo. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como en el vino y la
cerveza. Se han identificado mas de 5, 000 diferentes, en las investigaciones que se han
realizado en la mayor parte de éstas se han demostrado la existencia de otras funciones
como antiinflamatorios, antivirales, y su papel protector frente a enfermedades

cardiovasculares, cancer y diversas patologias (Martinez, 2002).

Por otra parte, se ha reportado que los flavonoides hidrofébicos pueden actuar
dafiando la funcion de la membrana o de la pared celular de los microorganismos, lo cual
se ha corroborado con flavonoides prenilados obtenidos de diferentes especies vegetales
sobre hongos (Sohn et al., 2004). También se ha documentado que la actividad antifiungica
de los compuestos fendlicos como las flavonas esta relacionado con los sitios y el nimero
de grupos hidroxilo (OH) que presentan. Un aumento en la hidroxilacion de la molécula se
ha ligado a una mayor toxicidad, este mecanismo parece estar relacionado con la inhibicion
enzimatica, posiblemente mediante reacciones de los grupos sulfhidrilo o por interacciones

no especificas con las proteinas (Domingo y LOpez-Brea, 2003).

d) Los taninos son un grupo de sustancias fendlicas poliméricas capaces de
precipitar gelatina en solucién. Son conocidos por su propiedad astringente; Estos se

encuentran en casi todas las partes las plantas (Madera, hojas, frutas, y raices), son
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divididos dentro de dos grupos: los taninos hidrolizables y los condensados. Los taninos
hidrolizables son derivados del acido galico y del &cido elagico, usualmente como multiples
ésteres con D-glucosa, mientras los numerosos taninos condensados frecuentemente
llamados proantocianinas, son derivados de monomeros flavonoides. Estos taninos pueden
formarse por la condensacion de derivados (flavonas). Alternativamente, los taninos pueden
ser formados por la polimerizacion de unidades de quinonas. Los taninos hidrolizables
tienen actividades fisioldgicas como la estimulacion de células fagociticas, actividades
antitumorales y actividades antimicrobianas. Su modo de accion antimicrobiana se debe a
gue probablemente actien contra adhesinas, enzimas y proteinas de transporte en la
membrana celular de la bacteria. En diversos estudios se han documentado las actividades

inhibitorias en contra de hongos filamentosos, levaduras y bacterias (Murphy, 1999).

e) Las cumarinas son sustancias fendlicas sintetizadas mediante la fusion de
benceno y anillos alfa-pirona. Desde 1996 han sido identificadas 1300, estos metabolitos
han sido aislados de plantas. Dan un olor caracteristico al heno fresco. Estos compuestos
poseen en solucibn amoniacal, fluorescencia azul, azul-verde o violeta. Las cumarinas
simples corresponden a estos compuestos hidroxilados y a sus éteres, no es raro que uno
de los hidroxilos fendlicos esté unido a un enlace heterociclico. Un elemento estructural
frecuente en las cumarinas es la prenilacion: se conocen cumarinas preniladas sobre un
oxigeno fendlico o mas frecuentemente sobre los carbonos 6 u 8 de las 7-hidroxi-
cumarinas. La cadena isoprenilada (en C5 o en C10) al ser muy reactiva, podra estar
epoxidada, monohidroxilada, dihidroxilada, ciclada, sustituida, lo que explica el gran nimero
de estructuras descritas (Wink, 1999). Las cumarinas han sido usadas en el tratamiento de
cancer, edemas, y muchos de sus derivados han mostrado actividad bioldgica. Los efectos
bioldgicos observados incluyen antimicrobianos, vasodilatadores, antimutagénicos también
actian como inhibidores de enzimas como la lipoxigenasa y ciclooxigenasa. Un niumero de
estudios recientes han sefalado la actividad antimicrobiana de cumarinas naturales y
derivados sintéticos (Bernadette et al., 2006). Los estudios in vitro de la actividad estructural
de las cumarinas han mostrado que el caracter lipofilico y la estructura planar son requisitos
para desarrollar actividades antimicrobianas (Ferrazzoli et al., 2004). Las cumarinas son
inhibidores de la actividad de la ATPasa y de la DNA girasa por consiguiente tienen un

buen potencial antimicrobiano (Laurin et al,. 1999).
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f) Terpenos y aceites esenciales: los aceites esenciales son metabolitos secundarios
basados sobre una estructura de isopreno. Llamados terpenos, su estructura quimica
general es CioHj6 y estan presentes como diterpenos, triterpenos tetraterpenos (Cyo Cso Y
Ca0), también como hemiterpenos (Cs) y sesquiterpenos (Cis). Cuando los compuestos
contienen elementos adicionales, usualmente oxigeno, son llamados terpenoides. Los
terpenos o terpenoides son activos en contra de bacterias, hongos, virus, y protozoarios. En
1997, fue reportado que el 60% de los aceites esenciales examinados, mostraron actividad
antifingica, mientras el 30% inhibié bacterias. El mecanismo de accion no es totalmente
comprendido pero se cree que involucra el rompimiento de la membrana por los
compuestos lipofilicos. Los cientificos en alimentos han encontrado que los terpenoides
presentes en aceites esenciales de plantas son utiles en el control de Listeria
monocytogenes (Murphy, 1999). El interés por estos compuestos ha crecido por su utilidad
comercial en la fabricacion de perfumes y saborizantes. Pueden ser también

antibacterianos, antifingicos (Dey y Harborne, 1991; Croteau et al., 2000).

g) Lecitinas y polipéptidos: Los polipéptidos que inhiben el crecimiento de los
microorganismos, fueron reportados en 1942, su mecanismo de accién radica en la
formacion de canales i6nicos en la membrana microbiana o por la inhibicion competitiva de
adhesion de proteinas microbianas hacia los receptores polisacéridos del huésped. Las
tioninas son péptidos comunmente encontrados en cebada y trigo, y consiste de 47
residuos de aminoacidos. Estas son tOxicas en contra de levaduras, bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas. Las tioninas AXI y la AX2 del azucar de remolacha son activas

en contra de hongos pero no en contra de bacterias (Murphy, 1999).

h) Los alcaloides son compuestos heterociclicos nitrogenados, el primer ejemplo
médicamente exitoso de un alcaloide fue la morfina, aislada en 1805, del opio. Los
alcaloides diterpenoides, comunmente aislados de las plantas de la familia Ranunculacea,
muestran propiedades antimicrobianas. La solamargina un alcaloide de las bayas de
Salanium khasianum, y otros alcaloides pueden ser utiles en contra de infecciones
intestinales. El mayor efecto antidiarreico es probablemente debido a sus efectos sobre el
tiempo de transito de estos compuestos en el intestino delgado (Murphy, 1999). El

mecanismo de accion de estos compuestos se debe o consiste en su estructura planar
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cuaternaria, tal como la barbarina que es un representativo importante de los alcaloides, su

accion es atribuida por su capacidad para intercalarse con el DNA (Murphy, 1999).

ANTIFUNGICOS DE ORIGEN VEGETAL

Las investigaciones sobre los productos naturales de plantas ahora estan siendo
intensificadas ya que es evidente que los fungicidas derivados de plantas tienen un enorme
potencial para influir en las investigaciones modernas de agroquimicos. Ademas es dificil
definir la significancia ecolégica de muchos de los funguicidas sintéticos. Hay una buena
razon para suponer que el metabolismo secundario de las plantas se desarrollo para
protegerlas de ataques por microorganismos patégenos. Los extractos de plantas o sus
constituyentes pueden proveer una alternativa del uso de los fungicidas sintéticos para

controlar los hongos fitopatogenos (Young-Mi et. al., 2004).

A nivel mundial la incidencia de infecciones flingicas ha sido observada también
como el incremento de la resistencia de hongos a diferentes compuestos usados en la
practica de la medicina. El reto ha sido desarrollar estrategias efectivas para el tratamiento

de candidiasis y otras enfermedades fungicas (Abad et al., 2007).

A continuacion se describen algunas sustancias fungicidas de manera resumida:

a) Los terpenoides: un gran numero de estudios han sido hechos en recientes afios
sobre la actividad antifungica de terpenoides de origen natural. Estos reportes se refieren
principalmente a sesquiterpenos y a lactonas sesquiterpénicas. Los reportes sobre la
actividad antifingica de las lactonas sesquiterpénicas de origen natural se refieren
principalmente a las aisladas de especies medicinales de la familia Asteraceae. Los
resultados sugieren que una polaridad relativamente baja es uno de los requerimientos

moleculares para la actividad antifungica (Abad et al., 2007).

Se ha determinado el mecanismo de accion de algunos de estos metabolitos, de los
cuales se conoce que inducen alteraciones en la permeabilidad celular por insercion entre

las cadenas de acil-graso de los fosfolipidos de las membranas, lo que provoca un
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incremento en la permeabilidad y fluidez de las mismas. Los grados de variacion en fluidez
corresponden a la posicion de los terpenos dentro de la bicapa lipidica, cual depende de la
hidrofobicidad del compuesto. Tal mecanismo de accion se ha determinado principalmente
en monoterpenos y sesquiterpenos sobre Candida albicans y C. glabarata, utilizando el
aceite esencial de Melaleuca alternifolia. Asi mismo, se ha comprobado que los terpenos de
esta especie inhiben la respiracion de Candida sp., Io que sugiere efectos adversos en
mitocondria, lo cual ha sido demostrado con el sisquiterpeno poligodial dialdehido que
inhibe la ATPasa mitocondrial de las levaduras (Hammer et al., 2004; Carson et al., 2006).

b) Compuestos fendlicos: en los afios recientes varios estudios han sido realizados
sobre la actividad antifangica de compuestos fendlicos de origen natural
(Flavonas, flavonoides glicosilados, cumarinas y antraquinonas). Algunos de estos
compuestos fueron aislados por ensayos biodirigidos después de su previa evaluacion
antifingica sobre la parte de la planta; tres nuevos compuestos fendolicos fueron aislados de
las hojas de Baseonema acuminatum. Los compuestos mostraron actividad antifingica en
contra de dos casos clinicos de Candida albicans. Otro grupo es el de los flavonoides los
cuales han sido reportados por ser compuestos antifingicos de origen natural,
principalmente aislados de especies de las familias Fabaceae y Moraceae. Algunos de
estos flavonoides fueron aislados por ensayos biodirigidos (calchonas y flavonas). La
actividad antifingica de unas series de flavonoides prenilados fueron aislados y mostraron
una buena actividad en contra de Cladosporium cladosporioides y Candida albicans; el
flavonoide luteolol aislado de hojas de la planta Blumea balsamifera mostré una actividad
moderada en contra de Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes y Candida albicans.
En las continuas investigaciones de compuestos antifiungicos obtenidos de plantas, la
hidroxicumarina (escopoletina) fue aislada de semillas de Melia azedarach (familia
Meliaceae), mostré actividad frente a Fusarium verticillioides y Cladosporium cucumerinum.
Deng y Nicholson reportaron las propiedades antifungicas de la surangina B, una cumarina
que se encuentra en la planta Mammea longifolia, como un inhibidor del crecimiento

micelial de Rhrizoctonia solani y Botrytis cinerea (Abad et al., 2007).
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c) Alcaloides, como la flindersina, la anhidroevoxina y la haplamina aislados de las
partes aéreas de la planta Haplophyllum sieversii (familia Retaceae), han demostrado una
alta actividad antifingica en contra de Colletotrichum fragariae, Colletotrichum
gloeosporioides y Colletotrichum acutatum. Un nuevo alcaloide, el 2-(3,4-dimetil-2,5-dihidro-
1H-pirrol-2-il)-1-metiletil pentanona fue aislado de la planta Datura metel (familia
Solanaceae) mostrd actividad en contra de cepas de Aspergillus y Candida (Abad et al.,
2007).

e) Aceites esenciales: el efecto antifungico de los aceites esenciales de la planta
Lavandula angustifolia (familia Laminaceae) fue estudiado sobre el crecimiento de 55
casos clinicos aislados de Candida albicans, donde sus principales componentes del aceite
fueron el linalool y el acetato de linalil, donde el linanool resulté el méas efectivo en contra de
C. albicans (cepas vecinales). El aceite esencial también fue efectivo en contra de
Rhrizoctonia solani y Fusarium oxyporum, y menos activo en contra de Aspergillus flavus
(Abad et al., 2007).
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Cuadro 1. Plantas que contienen actividad antimicro  biana.
Nombre comudn Nombre cientifico Compuesto Tipo de Actividad
compuesto
Alfalfa Medicago sativa ? Gram-positivas
Pimienta negra Piper nigrunm Piperina Alcaloide Hongos, Lactobacillus,
Micrococcus, E. coli, E
] faecalis.
Arbol beal Aegle marmelos Aceites Terpenoides Hongos
esenciales
Laurel Laurus nobilis Aceites Terpenoides Bacterias, hongos
esenciales
Arandono Vaccinium spp. Fructuosa Monosacarido E. coli
Ranunculo Ranunculus bulbosus  Protoanemonin Lactona General
Alcaravea Carum carvi Cumarinas Bacterias, hongos, virus
Cascara sagrada  Rhamnus prusiana Taninos Polifenoles Virus, bacterias, hongos
Anacardo Anacardium pulsatilla  Acido salicilico Polifenoles P. acnes
Té de canela Cunnamomun verum Aceites Terpenoides General
esenciales Taninos

Chamomilla

Chile pimiento
Clavo

Coca

Cilantro

Diente de ledn
Eneldo

Eucalipto
Ajo

Ginseng

Cascara de uva

Té verde

Jena

Matricia chamomilla

Capsicum annum
Syzygium aromaticum
Erythroxylum coca

Coriandrum sativum
Taraxacum sfficinale

Anethum graveolens

Eucalyptus globulus

Allium sativum

Panax notoginseng

Citrus paradise
Camellia sinensis

Lawsonia inermes

Acido antemico

Capsina
Eugenol

Cocaina

Aceite esencial
Tanino

Allicina, ajoene

?

Catechin

Acido galico

Acido fendlico

Cumarinas
Terpenoide
Terpenoide
Alkaloide

Terpenoide
Polifenol
Sulfoxido,
terpenoides
sulfatados

Saponinas

Terpenoide

Flavonoide

Fendlico

M.  tuberculosis, S.
typhimurium, S. aureus.
Virus

Bacterias

General
Gram.-positivas y
negativas

Bacterias, hongos

C. albicans, S.
cerevisiae

Bacterias

Bacterias, virus

Bacterias, virus

E. coli,
schenckii,
Staphylococcus,
Trichophyton
Hongos

Sporothrix

General
Vibrio

S. aureus
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Cuadro 1. Continua.

Nombre comudn Nombre cientifico Compuesto Tipo de  Actividad
compuesto
Hierba japonesa Rabdsia trichocarpa Trichorabdal A Terpeno Helicobacter pylori

Algodon Sontolina ? Gram-positivas,
chamaecyparissus Candida
Regaliz Glycyrrhiza glabra Glabrol Alcohol fendlico
Cebolla Allinum cepa Alicina Sulfoxido Bacterias, Candida
Lantana Lawsonia Lawsona Quinona M. tuberculosis
Limén balsamo Melissa officinalis Taninos Polifenoles Virus
Limén verbena Aloysia tripilla Aceite esencial Terpenoide Ascaris
? E. coli, M. tuberculosis,
S. aureus.
Céscara de Citrus sinesis ? Terpenoide Hongos
naranja
Papaya Carica papaya Latex Mezcla de General
terpenoides,
acidos organicos,
alcaloides
Menta Mentha piperita Mentol Terpenoide General
Peyote Lophophora williamsii  Mezcalina Alkaloide General
Amapola Papaver somniferum  Opio Alcaloides y General
otros
Romero Rosmarinus officinalis  Aceite esencial Terpenoide General
Senna Cassia angustifolia Rhenin Antraquinona S. aureus
Tarragon Artemisa dracunculus  Acido cafeico, Terpenoide Virus y protozoarios
taninos polifenoles

General: denota la actividad en contra de mudltiples tipos de microorganismos (bacterias, hongos y
protozoarios), y " bacterias” denota la actividad en contra de Gram-positivas y Gram-negativas (Murphy,
1999).
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DESORDENES GASTROINTESTINALES

La causa de los desoOrdenes gastrointestinales puede ser ampliamente dividida

dentro de dos grupos:

1. Por el consumo de alimentos y agua contaminados con microorganismos
patdégenos viables o de sus toxinas preformadas.
2. Por la ingestion de algas, parésitos, y sus toxinas preformadas a traves del

alimento.

Algunos de los factores incluidos en los dos grupos anteriores son:

1. Ingestién de toxinas naturalmente presentes en el alimento. Este incluye las
setas (hongos), algunas frutas y vegetales, y algunos alimentos marinos.

2. Toxinas formadas en algunos alimentos. Ejemplos de estas son algunas aminas
bioldgicas (Histamina) que se forman en algunos productos, platillos, quesos, y
carnes fermentadas.

3. La presencia de sustancias quimicas en alimentos contaminados y agua, tal
como metales pesados y algunos pesticidas.

Alergias a algunos componentes naturales de un alimento.

La inhabilidad genética para metabolizar componentes normales del alimento. La
inhabilidad de algunos individuos para hidrolizar la lactosa en el intestino
delgado, debido a la falta de produccion de la enzima lactasa, resulta en
desordenes gastrointestinales (intolerancia a la lactosa).

6. Indigestion por comer demasiado u otras razones (Bibek, 2000).
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ENFERMEDADES INFECCIOSAS GASTROINTESTINALES DE ORIG EN
BACTERIANO EN MEXICO

En México las infecciones gastrointestinales de origen bacteriano se encuentran
dentro de las diez primeras causas de muerte dentro de la poblacion indigena, y
corresponden a un total del 1.11% del total de las causas de muerte. Los nifios menores de
un afio son las mas susceptibles y existe una gran mortalidad en este grupo cuando no son
atendidos oportunamente. EI mecanismo de transmision fundamental es directo, a traves de
los alimentos y al agua. Estas infecciones provocan epidemias en lugares con condiciones
de alta poblacién y poca higiene (Claver et al., 2001; INEGI, 2001; Longanga et al., 2000;
Sepulveda, 1994; SSA, 1992; SSA DF, 2000; Castro et al., 2007).

Dentro de los organismos mas comunes que causan las infecciones
gastrointestinales se encuentran: Escherichia coli, Salmonella spp., Vibrio cholerae,
Shigella spp., Bacillus spp. Y Yersinia enterocolitica. Los signos mas caracteristicos son
gastroenteritis, diarrea, vomitos, fiebres, naduseas, deshidratacion, sangrados con pus y
enterocolitis (Mims, 1993).

Las causas de estos padecimientos van desde el consumo de alimentos; la cantidad
ingerida de ellos, el estado de los mismos; debido a falta de higiene; la sensibilidad de cada

organismo (Bye, 2003).

Diversos grupos humanos utilizan como alternativa para el tratamiento de estos
padecimientos infusiones preparadas con plantas medicinales para el tratamiento de estos,
acompafadas de algunas practicas, rezos y ciertas reglas que deben observarse al colectar
la planta. Algunas de las familias botanicas méas frecuentemente utilizadas para estos
padecimientos son: Asteraceae, Lauraceae, Cistaceae, Simaroubaceae, Chenopodiaceae,
Urticaceae, Mytaceae, Brassicaceae, Plantaginaceae, Verbenaceae, Rosaceae, Urticaceae

y Lamiaceae, por mencionar algunas (Bye op. cit; Nacimento et al., 2000).
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Unas de las familias botanicas mas importantes es la Asteraceae, debido a su
contribucidon con un gran numero de plantas para la farmacopea mexicana. Las razones de
su importancia incluyen el gran nimero de especies distribuidas en México y su amplia
gama de productos naturales que son Utiles en el tratamiento de enfermedades que afligen
a los habitantes del México rural. Sin embargo, solo pocas de las especies utilizadas en la
medicina tradicional para tratar estos padecimientos han sido evaluadas clinicamente o
estudiadas quimica y biolégicamente para identificar los compuestos activos y determinar

sus indices terapéuticos (Heinrich et al., 1998, Longanga, 2000).

Las enfermedades transmitidas por medio de los alimentos se suelen dividir en dos
clases principales: la primera comprende las enfermedades que son consecuencia de la
presencia en los alimentos de microorganismos infectivos. Estos microorganismos son
capaces de causar enfermedad por la invasion del hospedador o por la liberacion de
toxinas (infecciones alimentarias). La segunda clase de enfermedades transmitida por
alimentos es consecuencia de la absorcidn intestinal de toxinas que ya estaban presentes
en los alimentos antes de su ingestion (intoxicaciones). En el cuadro 2 se resumen algunas
enfermedades transmitidas por los alimentos y algunos de sus sintomas que presentan
(Mossel et al., 2003).

Cuadro 2. Enfermedades microbiolégicas transmitidas por alimentos, patdogeno

causante.
Tipo de enfermedad Microorganismo Grupo microbiano Tipo de sintoma (s)
causante

Intoxicacion

Staphylococcus aureus Cepas de Bacteria Su accién se ejerce sobre

Intoxicacion Staphylococcus aureus Gram-positiva, no el sistema  nervioso

estafilicocica productores de esporulado, no mévil,  central (fiebre, dolores de
enterotoxinas A y/o D anaerobio facutativo ~ cabeza, escalofrios

sudoracion).

Botulismo Clostridium botulinum Bacteria Es la enfermedad mas
tipos Gram-positiva, letal con una alta
(A,B,C,D,E,FyG), anaerobio, esporulado Mmortalidad. Paralisis

muscular y muerte por
fallo respiratorio
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Cuadro 2. Continta

Tipo de enfermedad

Microorganismo
causante

Grupo microbiano

Tipo de sintoma (s)

Bacillus cereus

Intoxicacion:
Micotoxinas
(aflatoxinas By, B,, Gy,
y G,) Acrotoxina A.

Infeccion
Salmonelosis
Tifoidea y paratifoidea

Campilobacteriosis,
enteritis

Yersiniosis

Enterohemorragico
Enteritis, colitis
hemorragica

No hemorragico
Colitis

Listeriosis

Shigelosis

Productor de 2 toxinas
(ceredlina)

Micotoxinas
producidas por cepas
de hongos e€j.
Aspergillus ssp,
Penicillium ssp.

Mas de 2000
serovariantes de
Salmonella (excepto.
S. typha y S. paratyphi)

Campylobacter jejuni y
C. coli

Cepas patégenas de
Yersinia enterocolitica

Escherichia coli
0157:H7 sero
predominante,

Cepas E.coli (ETEC,
EPEC, EHEC, EAEC,
EIEC), toxinas Shiga-
like

(Verotoxinas)

Listeria
monocytogenes

(13 serotipos
patégenos), toxina
“Shiga”

Cuatro especies de
Shigella ej. S.
dysenterie, S. flexneri

Bacteria
Gram-positiva, con
esporas centrales,

aerobio y anaerobico
facultativo

Hongos

Bacteria
Gram-negativa
anaerobio facultativo

Bacteria
Gram-negativa
no esporulado,
microaerofilico

Bacteria
Gram-negativa
asporogeno, anaerobio
facultativo

Bacteria
Gram-negativa

Bacteria
Gram-negativa

Bacteria
Gram-positiva, no
esporulado, anaerobio
facultativo

Bacteria
Gram-negativa
anaerobio facultativo
no movil

Sindrome  emético vy
diarreico.

Lesiones hepéticas
agudas, cirrosis,
cancerigenas (higado,

teratogenicas
inmunosupresoras,
necrosis renal)

Fiebre tifoidea,
gastroenteritis (anorexia,
dolor de cabeza, fiebre,
diarrea sin sangre, dolor
abdominal, vomito,
nausea, etc.)

Colecistitis, endocarditis,
meningitis, eritema
nodos, sindrome
hemolitico-urémico, colon
irritable, diarreas
explosivas, aborto

Gastroenteritis (Artritis,
ritema nodoso,
septicemia, abscesos

hepéticos, etc.) adenitis
mesenterica, peste
bubdnica.

Colitis hemorragica
(diarrea sanguinalenta,
fiebre, vémito, dolor
abdominal). Sindrome de
uremia hemolitica

Diarreas, nausea, vomito,

fiebre, dolor abdominal,
diarreas acuosas,
escalofrios.

Infeccion perinatal,
septicemia, meningitis,

artritis, endocarditis

Diarrea, dolor abdominal,
vomito.
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Cuadro 2. Continta

Tipo de enfermedad  Microorganismo causante  Grupo mi crobiano Tipo de sintoma
(s)

Vibrio Cepas patégenas de Bacteria Gastrointestinal
parahaemolyticus Vibrio parahaemolyticus Gram-negativa (diarrea,  calambres,
gastroenteritis anaerobio debilidad, ~ nausea,

facultativo. movil vomito, escalofrios.

Vibrio vulnificus Cepas Vibrio vulnificus Bacteria Extrema  virulencia
Infeccion enterica Gram-negativa, (cuadro  septicémico

movil de letalidad alta).

Vibrio cholerae Cepas Vibrio cholerae dos Bacteria Diarrgaa explosiva,
Coélera biotipos (01 y No-01) Gram-negativa, deshidratante y

movil potencialmente
anaerobio facultativo Mot anorexia,
malestar abdominal,
vomito, diarrea
acuosa

Brucelosis

Fiebres de Malta o

ondulante
Infecciones virales

Toxicoinfeccion
Clostridium
perfringers
gastroenteritis
Bacillus cereus
gastroenteritis

E. coli
gastroenteritis

Colera

Brucella abortus, B.
melitensis

Virus patégenos entericos
Ej. Virus de la hepatitis Ay
E.

Cepas Clostridium
perfringens

Bacillus cereus

Enteropatogénico y
enterotoxico
Cepas de E. coli

Cepas patogenas de Vibrio
cholera

Gastroenteritis por patdgenos oportunistas

Aeromonas
Hydrophila
gastroenteritis

Plesimonas
Shigelloides
Gastroenteritis

4 especies de Aeromonas:
A. hydrophila. A. salmonicida,
A. caviae, A. Sobriae.

Cepas de Plesimonas
Shigelloides

Bacteria
Gram-negativa

Virus

Bacteria
Gram-negativa

Bacteria
Gram-positiva, con
esporas centrales,

aerobio y anaerdbico
facultativo

Bacteria

Gram-negativa

Bacteria
Gram-negativa,
movil
anaerobio facultativo

Bacteria
Gram-negativa
Anaerobio
facultativo, movil.

Bacteria
Gram-negativa

Abortos en ganado.

Anorexia, fiebre,
malestar, nausea,
vomito

Gastrico

Sindrome emético y
diarreico.

Diarreas, nausea,
vomito, fiebre, dolor
abdominal, diarreas

acuosas, escalofrios
Extrema virulencia
(cuadro septicémico
de letalidad alta).

Dos cuadros uno
diarreico y disentérico
(septicemias,
infecciones del trato
urinario, meningitis

Gastrico

(Bibek, 2000; Mossel et al., 2003; Doyle, et al., 2001)
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ENFERMEDADES FUNGICAS

Las infecciones fungicas se han incrementado en la ultima década asi como la
incidencia y severidad de las mismas, por el resultado en el incremento de los pacientes
inmunodeprimidos (VIH) 0 pacientes que han sido sometidos a transplantes de 6rganos, y
por quimioterapias. Los agentes fungicos mas comunes son Candida, Crytococcus, Yy
Aspergillus Las enfermedades fangicas pueden ser clasificadas como: a) reacciones
alérgicas a proteinas fungicas, a) reacciones toxicas debidas a toxinas presentes en ciertos
hongos y c) infecciones (micosis) (Heitman, 2001). Evitar la proliferacion de enfermedades
fungicas sigue siendo un ardua tarea del siglo XXI, es por ello que continta el desarrollo de
nuevos antifungicos cada vez mas potentes (Gregory, 2005).

Por otra parte, se estima que las enfermedades fangicas en las plantas causan
pérdidas en casi un 20%, en los cultivos alimenticios mundialmente. El resultado de las
pérdidas en los cultivos ocurre como resultado de la muerte prematura de la planta y la
infeccidbn en el almacenamiento, en donde el nivel del dafio depende mucho de las
condiciones ambientales de almacenamiento (humedad relativa y temperatura), con una

reduccion en la calidad y calidad de los cultivos (Carpinella, et al., 2005).

Estas infecciones son dificiles de erradicar, particularmente en los habitantes
de los paises del tercer mundo, debido a la pobreza extrema y condiciones de sanidad de la
poblacion (Kuiate et al., 2006). Por otra parte, las micotoxinas que producen ciertas
especies de hongos fitopatégenos han ocasionado enfermedades en animales y humanos
por el consumo de forrajes y alimentos invadidos por hongos (Agrios, 1996). Otras pueden
ser neurotoxicas, hepatotoxicas, nefrototoxicas y carcinogénicas (Albright, 2001); La
presencia de estos hongos o sus toxinas es particularmente desventajosa en paises en
desarrollo, donde el maiz y los productos basados en este son el principal alimento para la

mayoria de la poblacion (Young-Mi, et al., 2004).
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Esto ha conducido a los investigadores a buscar fungicidas alternativos,
particularmente de plantas medicinales usadas empiricamente por sus propiedades
antifingicas. De estas fuentes naturales han sido encontradas una diversidad de sustancias

con actividades antifingicas en contra de diferentes cepas flngicas, las cuales son de gran

importancia para los humanos y plantas (Abad et al., 2007) (cuadro 3).

Cuadro 3. Hongos de importancia médica y agronémica

Hongos

Importancia medica

Importancia agronémica

Aspergillus niger

Trichophyton mentagrophytes

Fusarium Sporotrichum

Fusarium moniliforme

Rhyzoctonia solanii

Aspergilosis,  trombosis e
infarto cuando invade vasos
sanguineos, bloqueo parcial de
la via aérea, reacciones
bronquio pulmonares y alergias
(Myrvin & Weiser, 1991)

Dermatofito, causa tifia (pie de
atleta) (Myrvin y Weiser, 1991).

Contiene una micotoxina
llamada T, la cual afecta al
cerdo.

Invasion de embriones de la
semilla, causa pudricion en
algodon, cebolla y granos de
maiz (Fich y Finch, 1974).

Responsable de enfermedades
en plantas, causando la
pudricién de raiz en frijol y
cacahuate, pudricion en tallo
(clavel y crisantemo), asi como
la pudricion de bulbos, etc.
(Agrios, 1996; Fich y Finch,
1974).

Causa el ahogamiento de
plantulas, la pudricién en raiz
(orquideas), cancrosis del tallo,
pudricién de los frutos, tizones,
en diferentes plantas de
importancia agronomica
(Agrios, 1996).
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DESCRIPCION BOTANICA DE Tagetes lucida (pericon).

Nombre comunes: pericon, periquillo, anisillo, flor de Santa Maria, curucumin, hierba anis,

flor de tierradentro, caléndula anisada.

Figura la. Tagetes lucida (pericén).

CLASIFICACION

Dominio: Eucaria

Reino: Plantae

Division: Spermatophyata

Clase: Dicotiledoneae

Familia: Asterales

Tribu: Astereae

Género: Tagetes

Especie: lucida

Nombre cientifico: Tagetes lucida.
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Descripcién botanica: Tagetes lucida (pericon).

Planta herbacea perenne, erecta hasta de 80 cm de alto, con olor a anis al
estrujarse; tallos generalmente varios o0 muchos partiendo de la base, mas o menos
ramificados, glabros; hojas simples, sésiles, lineares oblongas, eliticas u oblanceoladas, de
2 a 10cm de largo, de 0.5 a 2 cm de nacho, agudas redondeadas en el 4pice, margenes
aserrados; cabezuelas en corimbos, sobre pedunculos bracteados hasta 1 cm de largo;
involucro cilindrico de 4 a 12 mm de alto, sus bracteas 5 a 7, con los apices tubulados;
flores liguladas 3 6 4, amarillas, sus laminas flabeladas o suborbiculares, de 3 a 6 mm de
largo y de 4 6 5 escamas romas de 1 a 2 mm de largo. “Pericon” Ampliamente distribuido
en el valle de México en zonas montafiosas, menos frecuente en la zona norte. Altitud de
2250-2900 m. pastizales y bosques de Quercus y de coniferas, preferentemente en
condiciones de disturbio. Conocida de Sonora, Chihuahua y Nuevo Leén a Guatemala
Figura 2, (Rzedowskik, 1979).

Figura 2. Distribucién en México de la planta  Tagetes lucida (Rzedowskik, 1979).
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Ecologia:

Es originaria de México, Guatemala y Honduras. Habita en climas calido semicalido,
seco, semiseco y templado, entre los 8 a los 850 m de altitud y de los 1000 hasta los 4000
m de altitud. Es comdn encontrarla en terrenos de cultivo abandonados o cerca de milpas,
asociada a bosque tropical perennifolio, matorral xerdfilo, pastizal. En ocasiones ocupa
partes altas de laderas y montafias en bosque mesofilo de montafia, de encino, de pino,

mixto de encino-pino y de junipero (Argueta, 1994).

Figura 1b. Tagetes lucida (pericon).

Uso tradicional:

En Guanajuato, Guerrero, Michoacan y Tlaxcala, el uso medicinal méas frecuente que
se le asigna a Tagetes lucida es para trastornos digestivos y principalmente como dolores
estomacales, diarrea, disenteria, empacho, tifoidea y vomito (Argueta, 1994).
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Asi mismo se recomienda en desordenes ginecoldgicos como célico menstruales,
dismenorrea y cuando hay menstruacion lechosa o blanca, “para expeler el flujo en bafios
de sefiora y poder tener hijos”. También para dolores en general como los de la espalda, de
abdomen, cuerpo, huesos, muelas, rifiones, dolores internos y de “aire” producidos por un
cambio brusco de temperatura, enfriamiento localizado en cintura, oidos, cabeza y pecho.
Dolor y tos de naturaleza reumatica, al igual que para colicos abdominales y “célico de
hombres “. Ademas en problemas de reumatismo, inflamacion, varices, nubes de los ojos,
insomnio, resfriado, asma y en menor proporcion para el “susto”. Otras propiedades que se
le atribuyen son como abortivo, carminativo, digestivo emenagogo, contra ascaris y el mal
aliento. En el tratamiento de estos padecimientos se emplea, en general toda la planta, en
cocimiento administrado por via oral, para algunas molestias gastricas y diarreas mezclada

con ruda, hinojo y clavo (Argueta, 1994).

Historia:

La referencia mas antigua se menciona en el Codice Florentino del siglo XVI en
donde se comenta que sirve “para los que tienen camaras (diarrea), los que escupen

sangre y para la fiebre”.

A inicios del siglo XVIII; Juan de Esteyneffer la usa en conocimiento para las

almorranas y para la detencion de la orina, mal de madre y otros padecimientos.

En el siglo XX, Maximino Martinez la reporta como: antidisentérico, antiespasmadico,
antipalidismo, caquexia, carminativo, diaforético, diurético, emenagogo, emeético,

gastroenteritis y relajante. Finalmente como antipaltdismo, antiparasito (Argueta, 1994).
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ANTECEDENTES

En las revisiones de la literatura con respecto a los trabajos realizados de la especie
Tagetes lucida (pericon), se cuenta con algunos registros, pero son muy pocos los
relacionados a la actividad antimicrobiana, por lo tanto es de suma importancia el estudio

de la misma.

Muchas propiedades son descritas a esta planta, en donde es usada como
saborizante de sopas, salsas, platillos con pollo, etc. Sus hojas y inflorescencias son
usadas para dolores de estomago, y tratamientos de diversas dolencias antiinflamatorias
(Mérquez, et al., 1999).

En cuanto a estudios quimicos, se han reportado algunos de los compuestos
encontrados en la especie son: los monoterpenos en los aceites esenciales, compuestos
fendlicos, flavonoides y cumarinas (Gil et al., 2000; Calderén et al., 1976; Rios and Flores,
1976; Abdala, 1999; Caceres et al., 1995; 1991; Aquino et al., 2002); Ademés T. luciday T.

erecta contienen sustancias similares a salvinorin A (Salvia divinorum).

El extracto metandlico muestra actividad antimicrobiana (Céceres et al., 1993;
Céspedes et, al., 2006), la actividad inhibitoria de la ATPasa (Aoki and Cortes, 1994),
contractibilidad del Utero de rata (Jayme et al., 1998), y antioxidante (Aquino et al., 2002).
Otras actividades tal como analgésico, anticonvulsionario, relajante muscular, prevencion
del cancer, fungicidas, insecticidas, estimulantes de la regeneracion del higado, son

mostradas por el metil-chavicol y eugenol aislado de esta planta.

Los principales compuestos del aceite y la planta completa son cumarinas y
derivados los cuales tienen actividad espasmodica (Sheppard-Hanger, 1998), actividad
citotoxica (Reutrakul, et al., 2003), actividad anti HIV-1 (Sunthitikawinsakul, et al., 2003),
actividad herbicida (Lee et al., 2003), actividad antioxidante (Sanghyun et al., 2003),
actividad anti-inflamatoria (YenMei et al., 2003), actividad fitoalexina (Dmitriev et al., 2003),

actividad agregacion antiplaquetaria (Kehshaw et al., 2003), actividad antimicrobiana
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(Ngwendson et al., 2003; Schinkovitz et al., 2003), y actividad anticancerigena (Ito et al.,
2003).

Algunas investigaciones en mecanismos de accion alelopatica, reportan que
diferentes compuestos fendlicos (isoprenoides y otros) son para inhibir el desarrollo de las
planta (Einhellig, 1995; Harborne, 1999; Kozubek, 1999; Mucciarelli et al., 2001) y
cumarianas que especificamente inhiben el crecimiento de las hierbas (Lee et al., 2003) y
tienen prometedoras actividades alelopaticas (Vyvyan, 20003).
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JUSTIFICACION

En las Ultimas décadas, se ha observado un incremento en la resistencia de muchas
cepas de agentes patdgenos a los antimicrobianos actuales (antibidticos y agroquimicos).
Ademas el impacto indeseable que tienen en lo econémico y social (salud publica) las
enfermedades causadas por estos microorganismos, por ejemplo en el caso de especies de
Fusarium, son capaces de causar una variedad de enfermedades en cereales, incluyendo
la putrefaccion de tallos y hojas en plantas (putrefaccion de las raices del trigo, cebada,
avena y centeno) por otro tienen la capacidad de causar infecciones oportunistas en
humanos y animales (micoticas) (Matos, 1999), lo cual ha conducido a la busqueda de

nuevos agentes antimicrobianos de origen natural.

Ademas la necesidad que se tiene hoy en dia en la aplicacion de los metabolitos
secundarios de plantas los cuales presentan la ventaja de ser biodegradables y
probablemente presenten menos efectos secundarios que los compuestos quimicos
sintéticos. Los estudios fitoquimicos de Tagetes lucida han determinado la presencia de
flavonoides y cumarinas que por su estructura quimica podrian ser capaces de presentar

actividades antimicrobianas.

El presente proyecto de investigacion pretende contribuir al estudio fitoquimico de la
especie Tagetes lucida, asi como el de identificar productos naturales biolégicamente
activos (antimicrobianos), con los que se puedan atacar problemas por atender en la
alimentacion, en la productividad agricola, salud, en el cuidado y conservacion del medio
ambiente. Ademas no se ha evaluado la actividad de esta planta en bacterias

enteropatdgenas ni en hongos de importancia médica y agroquimica.

Nuestra pregunta esta dirigida a investigar si los metabolitos secundarios de la parte
aérea de Tagetes lucida tienen actividad antimicrobiana al inhibir el crecimiento de algunos

microorganismos, donde destacan bacterias patdégenas y hongos fitopatdégenos.
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HIPOTESIS

Si en Tagetes lucida se ha reportado la presencia de compuestos fendlicos como
flavonas, flavonoides y cumarinas. Y ademéas se tiene documentada la actividad
antimicrobiana de este tipo de metabolitos secundarios en otras especies vegetales, y se
sabe que la planta es utilizada en la medicina tradicional mexicana para aliviar tanto
desordenes gastrointestinales como infecciones de la piel, entonces es probable que la
especie tenga compuestos quimicos que presenten actividad sobre enterobacterias y sobre

hongos de importancia médica y agricola.
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OBJETIVOS

Objetivos generales

Determinar el potencial antimicrobiano de las partes aéreas de Tagetes
lucida.

Aislar el o los principios activos y elucidar su estructura.

Objetivos particulares

Obtener los extractos metandlicos y hexanico de Tagetes lucida

Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto metandlico de Tagetes lucida

Separar mediante cromatografia de los extractos y obtener las fracciones

correspondientes.

Aislar, purificar y caracterizar, las sustancias o0 los compuestos activos

mayoritarios puros mediante espectroscopias de (RMN, IR, UV, MS).

Evaluar la actividad antimicrobiana (antibacteriana y antifingica) de o los
compuestos puros, usando el método de difusion en disco de Kiirby-Bauer

(bacterias) e inhibicion del crecimiento radical (hongos).

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), Concentracion
Bactericida Minima (CBM), Concentracion Fungicida Minima (CFM) vy
Concentracion Fungicida Media (CFsp) de los compuestos que presenten

actividad antimicrobiana mediante la microtécnica de dilucién en caldo.

Realizar un experimento de desafio (curva de supervivencia y efecto sobre el

crecimiento) sobre la bacteria mas sensible.
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MATERIAL Y METODOS

La fase experimental de este trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de fitoquimica
de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la Facultad de Estudios
Superiores lIztacala, UNAM.

De acuerdo con los objetivos planteados, los resultados de este trabajo se dividen
entres fases, para cada una de ellas se desarroll6 la metodologia como se indica a

continuacion.

Fase | Estudio Fitoquimico

1. Colecta de la planta.

Para el estudio fitoquimico, el material vegetal de Tagetes lucida fue colectada en el
mes de enero del 2005 en la carretera México-Oaxtepec, Col. A. Barona, Cuernavaca, una
muestra fue llevada al Instituto de Biologia para comprobar su identidad identificado por el

M. en C. Francisco Ramos, Departamento de Botanica, Instituto de Biologia UNAM.

1.2 Extraccion.

1.2.1 Obtencion de los extractos.

Para la obtencion de los extractos herbales de la parte aérea de la planta, primeramente
se separaron hojas, inflorescencias y ramas, posteriormente fueron secadas a la sombra a
temperatura ambiente y se sometieron a un proceso de maceracion para su extraccion. Se
colocaron 1 Kg de hojas y 1 Kg de inflorescencias secas por separado en un matraz de
vidrio de 4 L. A cada uno se le agrego el solvente (metanol), se dejo reposar durante 3
dias, posteriormente se filtr0 y se obtuvieron los extractos (extraccion por exceso de
disolvente), que fueron concentrados mediante destilacion a presion reducida en un
rotavapor. Finalmente éstos se colocaron en charolas de vidrio para completar la
evaporacion del solvente y el rendimiento de cada uno de los extractos se determin6 con

relacion al peso seco de la planta.
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1.2.2 Elaboracion de los extractos.

Posteriormente a estos extractos se les realiz6 una particion 1:1 (MeOH/Hex.), se
agregaron en un embudo de separacion de 1000 ml, obteniendo dos fases, una no polar
(hexano) y la otra polar (metanol) (figura 4). Las dos fracciones fueron separadas y el
exceso de solvente se destilé a presion reducida, las particiones obtenidas se colocaron en
charolas de vidrio para la evaporacion total del solvente y finalmente se obtuvo el
rendimiento de cada una de ellas mediante diferencia de peso entre las charolas y los

extractos obtenidos.

Hojas Inflorescencias
(Extracto crudo) (Extracto crudo)
156 gr 212 gr

A 4 A 4
Particion (1:1): 500 ml hexano + 500 ml Particion (1:1): 500 ml hexano + 500 ml

metanol metanol
H1 M1 H2 M2
Particion hexano Particion metanol Particion hexano Particion metanol
No polar Polar No polar Polar
(25.29) (130.89) (15.59) (186.5 g)

Figura 4. Obtencion de los extractos de hojas e inf  lorescencias (M1 y M2).

Fase II. Bioensayos preliminares de hojas e inflorescencias.
extractos (M1Y M2).

eriana.

2. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los

2.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antibact

La actividad antibacteriana se evalué de acuerdo con el método de difusion en agar Kirby-
Bater (Van der Berghe y Vlietinck, 1991) (apéndice 1). Como control positivo se utilizaron
sensidiscos de cloramfenicol (25 pg por disco). Los discos fueron impregnados con 2 mg
del compuesto o extracto a evaluar. Como controles negativos se utilizaron sensidiscos con
cada uno de los solventes empleados para evitar errores en los resultados y comprobar que
los solventes no tienen ningun efecto sobre los microorganismos, dejando evaporar el

solvente por 12 horas. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.
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2.1.2. Evaluacion cuantitativa de la actividad an  tibacteriana.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Bactericida Minima (CBM) de los compuestos puros, se utilizé la microtécnica de dilucion
en caldo reportada por Jones et al., 1987 modificada por Hernandez, 2004 (Apéndice 2).
Las concentraciones que se evaluaron fueron 0.125, 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.50 y 2.00
mg/mL. Todos los bioensayos se realizaron por triplicado.

2.1.3. Bacterias utilizadas en los bioensayos.

En los ensayos se utilizaron 4 cepas bacterianas Gram-positivas y 8 cepas Gram-

negativas, las cuales se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 4. Bacterias utilizadas en los bioensayos.

BACTERIAS GRAM

Vibrio cholerae No-01 -

Vibrio cholerae INDRE 206" -
Vibrio cholerae aislada de un caso clinico -
Vibrio cholerae CDC V12* -
Escherichia coli ATCC 25922° -
Enterobacter agglomerans ATCC 27155" -
Enterobacter aerogenes” -

Salmonella typhi ATCC 19430° -

Yersinia enterocolitica®
Bacillus subtilis®
Sarcina lutea®

Staphylococcus aureus ATTCC 12938°

+ + + o+

Staphylococcus epidermidis®

*Aisladas de agua contaminada.

% aislada de un caso clinico (estas cepas corresponden al grupo 01, productor de
enterotoxinas, serotipo Inaba).

® Donadas por el laboratorio de Analisis Clinicos de la CUSI de la FES lztacala.

“Donada por el laboratorio de Microbiologia de la FES Cuautitlan.
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3. Evaluacion antifungica de los extractos metandli cos (M1Y M2).

3.1 Evaluacion cualitativa antifungica.

Se evalud la actividad antifingica de manera cualitativa por el método de inhibicion
del crecimiento radical del micelio. Se utilizaron como controles negativos sensidiscos con
10 pl del solvente empleado, como controles positivos sensidiscos con 7 g de ketoconazol;
El ensayo se llevo a cabo mediante el método de inhibicion del crecimiento radial reportado

por (Wang y Bun, 2002) (Apéndice 3). Cada bioensayo se realiz0 por triplicado.
3.1.2 Evaluacion cuantitativa antifangica.

Para el andlisis cualitativo se utilizo la técnica de difusibn en agar (Apéndice 4)
modificado por Avila (1996) evaluando las concentraciones 2.00, 1.50, 1.00, 0.75, 0.50,
0.25, 0.125 mg/ml y usando como control positivo ketoconazol 7 pg/sensidisco.

3.1.3 Cepas de hongos utilizados en los bioensayos.

Para los ensayos se utilizaron 5 cepas de hongos vy una levadura, los cuales se
muestran en el cuadro 5.
Cuadro 5. Cepas de hongos .
HONGOS

Aspergillus niger®

Trichophyton mentagrophytes®
Fusarium sporotrichum®
Fusarium moniliforme®
Rhrizoctonia solani®

Candida albicans™

“Donada por el laboratorio de fisiologia vegetal.
“Levadura.
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Fase lll. Aislamiento de los compuestos puros, det erminacion de la actividad

antibacteriana, antifingica y elucidacion de la est  ructura quimica.

El fraccionamiento primario se realizé Unicamente a los 2 extractos metandlicos los

cuales manifestaron actividad antibacteriana y antifungica:

» Extracto MeOH de hojas (MI)

» Extracto MeOH de inflorescencias (M2)

4. Métodos cromatogréficos.

Para la separacion y el aislamiento del principio activo se utilizaron técnicas
cromatogréficas de columna y de placa fina, se us6 como criterio de separacion la actividad
biologica. Para las cromatografias en columna se utilizo silice 60 F,s4 Merck (tamafio de
particula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 ASTM) como fase estacionaria y como fase movil
se utiliz6 un gradiente de polaridad (empezando con hexano 100% vy finalizando con
metanol al 100%); para el analisis cualitativo en cromatografia en placa fina (ccf) se
utilizaron cromatofolios de gel de silice MercK (Kieselgel 60), la cromatografia en capa fina
(ccf) permitié verificar el desarrollo de las cromatografias en columna abierta y comprobar la
pureza de los compuestos obtenidos. Para la cromatografia en capa fina (ccf) se utilizaron
placas de 20 x 20 Merck, gel de silice 60 F,54 y la visualizacién de los componentes se hizo
por fluorescencia con luz UV a dos longitudes de onda: A =254 nm y A =366 nm, para el
aislamiento, la purificacion y caracterizacion de él (o los) compuesto (s) puros obtenidos de
cada parte aérea de la planta, las placas de ccf ademas fueron reveladas con una solucion
de sulfato cérico y posterior calentamiento sobre una placa calefactora a 100 T durante

dos minutos.

Posterior a las particiones descritas, se utilizaron técnicas cromatograficas de
columna y placa fina, separando Unicamente aquellas fracciones y/o compuestos que

presentaron actividad antibacteriana y antifingica (estudio biodirigido).
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4.1. Fraccionamiento del extracto metandlico de hoj  as (M1).

49 gr del extracto metanodlico de hojas (M1) se fraccionaron en una columna
cromatografica abierta, utilizando como adsorbente 300 g de silica gel. La columna se
comenzo a correr con hexano al 100% y fue aumentando la polaridad en proporcion de
10% con un gradiente de polaridad en la mayoria de los casos, hasta terminar con metanol
al 100%. Se colectaron 388 fracciones de 250 ml cada una. Cada fraccion se analizé por
ccf y se juntaron todas aquellas por similitud cromatografica, lo cual origind 15 fracciones
indicadas en el cuadro 6; donde se logro aislar un compuesto que posteriormente se

purificé (Compuesto 1).

Cuadro 6. Fraccionamiento del extracto metandlicod e hojas (M1).

Eluyente Proporcion Fracciones Clave de Compuestos
(%) reunidas la aislados
fraccion

Hexano 100 1-24 H-1
Hex-CH,Cl, 9:1 25-54 H-2
Hex-CH,Cl, 8:2 55-70 H-3
Hex-CH,Cl, 7:3 71-101 H-4
Hex-CH,Cl, 6:4 102-134 H-5
Hex-CH,Cl, 5:5 135-174 H-6
CH,Cl,- Hex 6:4 175-178 H-7
CH,Cl,- Hex 7:3 179-188 H-8
CH,Cl,- Hex 8:2 189-217 H-9
CH,Cl,- Hex 9:1 218-226 H-10

CH,Cl, 100 227-246 H-11 Compuesto 1
CH,CI, AcOet 9:1 247-252 H-12
CH,CI, AcOet 7:3 253-272 H-13
AcOet -CH,CI, 9:1 273-300 H-14
MeOH 100 301-305 H-15

De la fraccién H-11 rindio un peso de 0.7288 g, donde cristaliz6 una sustancia que
se sometid a un proceso de purificacion, mediante una cromatografia en capa fina
preparativa, corrida con diferentes solventes. Esto permitio la purificacién del compuesto el

cual presento las siguientes caracteristicas (cuadro 7).
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Se aislé un compuesto blanco cristalino con p.f 145-148°C, soluble en diclorometano,
el cual mostré6 una sola mancha de color morado intenso en UV (A =366 nm);
posteriormente se realizaron los estudios de UV, IR, RMN *H, RMN *3C, para determinar la
estructura quimica del compuesto (ver apéndice 6), los cuales no fueron suficientes para

elucidar su estructura quimica.

Cuadro 7. Caracteristicas fisicas del compuesto 1 a  islado del extracto metandlico de

hojas (M1).
Caracteristicas Rendimiento* Fluorescencia Punto de Fusion
fisicas (9) % (UV A =366 nm) ()

Se obtuvo un compuesto | 0.7288 | 0.467 Morado intenso 145-148 °C
blanco cristalino con la
capacidad de formar
estructuras rectangulares
alargadas perfectamente
definidas.

*Referido a 156 g del extracto metandlico.
4.1.2. Fraccionamiento del extracto metandlico de inflorescencias (M2).

55 gr de extracto metandlico de inflorescencias (M2) se fraccionaron en una columna
cromatografica, utilizando como adsorbente 350 g de silica gel. El proceso de elusion se
realiz6 con hexano al 100%, y fue aumentando la polaridad en proporcion de 10% MeOH,
hasta terminar al 100%. Se colectaron 305 fracciones de 250 ml cada una. Cada fraccion
se analizo por ccf y se juntaron todas aquellas por similitud cromatografica, lo cual origind
22 fracciones indicadas en la cuadro 8. Del fraccionamiento se obtuvieron dos sustancias,
de la fraccion F-11 se aisl6 una sustancia a la que se le realizé un analisis elemental
resultando ser el compuesto 1 aislado de M1, y de la fraccién F-13 cristalizd una sustancia
(compuesto 2), en el cuadro 9 se describen sus caracteristicas fisicas; estas dos sustancias
se purificaron mediante cromatografia en ccf preparativa, y se les determinaron sus
propiedades fisicas. Al compuesto 2 se le realizaron los estudios de UV, IR, RMN'H, RMN

3¢, para determinar la estructura (Espectros: 11, 12, 13, 14, 15, 16).
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Cuadro 8. Fraccionamiento del extracto metandlico d e inflorescencias

(M2).
Eluyente Proporcién Fracciones Clave de Compuestos
% reunidas la aislados
fraccién

Hexano 100 1-32 F-1
Hex-CH,Cl, 9:1 33-37 F-2
Hex-CH,Cl, 8:2 38-44 F-3
Hex-CH,Cl, 7:3 45-53 F-4
Hex-CH,Cl, 6:4 54-65 F-5
Hex-CH,Cl, 5:5 66-74 F-6
CH,Cl,- Hex 6:4 75-79 F-7
CH,Cl,- Hex 7:3 80-86 F-8
CH,Cl,- Hex 8:2 87-90 F-9

CH,Cl,- Hex 9:1 91-106 F-10 Compuesto 1
CH,Cl, 100 107-115 F-11
CH,Cl,.AcOet 9:1 116-140 F-12
CH,Cl,.AcOet 8:2 141-169 F-13

CH,Cl,.AcOet 7:3 170-223 F-14 Compuesto 2
CH,Cl,.AcOet 6:4 224-255 F-15
CH,Cl,.AcOet 5:5 256-284 F-16
AcOet- MeOH 6:4 285-310 F-17
AcOet —-MeOH 7:3 311-364 F-18
AcOet - MeOH 8:2 365-382 F-19
AcOet - MeOH 9:1 383-388 F-20
MeOH 100 389-421 F-21

Cuadro 9. Caracteristicas fisicas de los compuestos 2 aislados del extracto
metandlico de inflorescencias (M2).

Fraccion Rendimiento* Fluorescencia Punto de Fusién Caracteristicas
(UV A =366 nm) CN®)] fisicas
(9) %
F-10 0.7983 0.376 Mancha morado intenso 145-148 °C Compuesto
blanco cristalino
F-14 1.6254 0.766 Mancha azul intensa 115-119 °C Cristales finos

en forma de
agujas, color
blanco

* Referido a 212 g del extracto metandlico de inflorescencias.
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5. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los compuestos puros.

5.1. Evaluacion cualitativa de la actividad antibac  teriana.

La actividad antibacteriana de los dos compuestos puros medida cualitativamente se
determiné utilizando los mismos métodos descritos en la fase anterior para los extractos

metanolicos

5.1.2. Evaluacion cuantitativa de la actividad an  tibacteriana.

La evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana de los dos compuestos
puros se determind utilizando los mismos métodos descritos en la fase anterior para los

extractos metanolicos.

6. Evaluacion antifangica de los compuestos puros.

6.1. Evaluacion cualitativa de la actividad antifun  gica.

La evaluacion cualitativa de la actividad antifungica de los dos compuestos puros se
determiné utilizando los mismos métodos descritos en la fase anterior para los extractos

metandlicos.

6.1.2. Evaluacion cuantitativa de la actividad anti  fungica.

La evaluacion cuantitativa de la actividad antifingica de los dos compuestos puros
se determind utilizando los mismos métodos descritos en la fase anterior para los extractos

metandlicos

7. Curva se supervivencia y efecto sobre el crecimient o bacteriano.

La curva de sobrevivencia y el efecto sobre el crecimiento de las bacterias expuestas al
compuesto con mayor actividad, se realiz6 de acuerdo al método propuesto por Kubo y
colaboradores (Kubo et al., 1993; citado en Avila, 1996). La cepa bacteriana utilizada fue
Vibrio cholerae aislada de un caso clinico. Las concentraciones empleadas fueron las
obtenidas para %2 MIC, MIC Y CBM (Apéndice 4).
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8. Andlisis estadistico.

A los resultados obtenidos para los bioensayos de la actividad antibacteriana, se les
realiz6 un analisis multifactorial (ANOVA), siendo los factores: a) compuestos aislados; b)
bacteria (Gram-negativas), c¢) la interaccion compuesto-bacteria. Se realizé para los

extractos metanolicos como para los compuestos aislados.
9. Elucidacién de los principios activos.

Para la determinacion de la estructura quimica de los compuestos aislados, se
utilizaron diferentes técnicas espectroscopias: espectrometria de masas,
espectroscopia de IR, UV, resonancia magnética nuclear de protones (RMN'H) y

resonancia magnética nuclear de carbono trece (RMN*3C).

Para determinar el punto de fusion se utilizd un equipo Fisher-Jones (0-300° C).
los espectros de Infrarrojo se obtubieron en un aparato de rejilla Perkin-ElImer modelo

599B y en un aparato Nicolet FT-5X, en pastilla de KBr.

Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RMN'H) y de
carbono-13 (RMN™C) fueron obtenidos en un equipo Varian Unity VXR-200s Y Jeol
eclipse 300, los cuales se operaron a una frecuencia de 200 MHz respectivamente. Los
espectros se obtuvieron usando cloroformo como disolvente. Los desplazamientos
guimicos se expresan en unidades de ppm (d) con respecto al tetrametilsilano (TMS) que

se us6 como referencia interna.

Los espectros de ultravioleta se realizaron en un espectrofotbmetro PerKin Elmer
lambda 2S UV/VIS.

El espectro de masas se evalu6 en un controlador de insercion directa Finnigan MAT
modelo GCQ, una corriente inicial de 0 mA, manteniendo estas condiciones durante 30
segundos y despues aumento a 1000 mA. Rampa de corriente de 100 mA/segundo,

manteniendo asi por 30 segundos.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Fase I. Estudio Fitoquimico.

1. Extraccion.

Los rendimientos de los extractos metandlicos y hexanico de la parte aérea de la
planta y solvente se muestran en la cuadro 10 y figura 5. Se observa que en ambos casos
el mayor rendimiento con relacion al peso seco de la planta lo presentan los extractos
metandlicos destacando el de inflorescencias en donde se tuvo un rendimiento de 21.2%.
Esto indica que en su mayoria la parte aérea de la planta estd compuesta principalmente

por compuestos polares los cuales fueron extraidos por el metanol.

Cuadro 10. Rendimiento de los extractos de la part e aérea de
Tagetes lucida.
Rendimientos *
Metanol Hexano
(9) % (@) %
Inflorescencias 212 21.2 25.2 2.52
Hojas 156 17.60 15.5 1.55

* Referidos a 1 Kg de hojas e inflorescencias de la planta.

@ Metandlico % @ Metandlico %

m Hexanico % m Hexanico %

Inflorescencias Hojas

Figura 5. Rendimiento de los extractos de la parte aérea de Tagetes lucida.
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2. Bioensayos preliminares de los extractos metanol icos M1y M2.

2.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antibact  eriana.

De los extractos metandlicos de hojas (M1) e inflorescencias (M2), los datos
obtenidos en los bioensayos mostraron que éstos presentaron actividad antibacteriana; El
extracto (M2) fue el que presentdé una mayor actividad frente a 9 de las catorce cepas
usadas (siendo 4 Gram-negativas, 3 Gram-positivas y una levadura), ademas fue el que
obtuvo los valores méas grandes de halos de inhibicion. En cuanto al extracto metandlico de
hojas (M1), este fue activo frente a 3 cepas bacterianas y una levadura (3 Gram-negativas
y una levadura), observandose para ambos casos que las bacterias Gram-negativas son las

mas sensibles. Los resultados se muestran en el cuadro 11, figuras 6y 7.

Cuadro 11. Actividad antibacteriana de los extrac
de Tagetes Lucida.

tos metanolicos de M1y M2

Halos de inhibicién (mm)

Bacteria Cloramfenicol M1 M2
Vibrio cholerae. CC. 30.0 £ 0.50 - 19.0+x0.0
Vibrio cholerae agua 34.0+£0.58 10.6 £0.5 14.0+0.5
Vibrio cholerae Tor 33.0+0.50 - 13.3+0.5
Vibrio cholerae No-01 40.0 £ 0.50 13.3+0.6 13.3+0.6
Yersinia enterocolitica 22.0+0.50 10.6 £0.5 8.0+0.0
Salmonella tiphy ATCC19430 20.0 £0.50 - -
Escherichia coli ATTC 25922 18.5+0.50 - -
Enterobacter agglomerans 21.0+0.58 - -
Enterobacter aerogenes 18.0 £ 0.50 - -
Staphylococcus epidermidis 16.0 £ 0.50 - -
Sarcina lutea 10.0 £ 050 - 10.6+x1.1
Staphylococcus aureus 12.0 £ 0.50 - 10.3+0.6
Bacillus subtilis 32.0+0.58 - 13.3+0.6
Candida albicans 15.0£0.50 7305 116+1.1

Se utiliz6 una concentracion de 2 mg por sensidisco, cada ensayo se hizo por triplicado. No hubo

inhibicién del crecimiento (-).
El control positivo consistio en sensidiscos de cloramfenicol 25 pl, para el caso de Candida albicans el
control positivo consistié en sensidiscos de Ketaconazol 7 pg/sensidisco.
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En la figura 6 se muestran los promedios de los halos de inhibicion de los extractos
metandlicos de hojas (M1) e inflorescencias (M2) frente a las cepas en las que mostraron
actividad. Se puede observar que el extracto M2 fue significativamente mas activo con
respecto al extracto metandlico (M1) en contra de las bacterias Vibrio cholerae en especial
la cepa aislada de un caso clinico (productor de enterotoxinas “serotipo Inaba”), ademas de
presentar actividad frente a tres bacterias Gram-positivas. El extracto metandlico de hojas
(M1) s6lo mostré actividad en 4 cepas bacterianas de las 14 cepas experimentales, siendo

las Gram-negativas las més sensibles al igual que M2.

45 - B Control (+)
@ Hojas (M])
40 - O|Inflorescencias (M2)

Promedio de los halos de
inhibicién (mm)

Figura 6. Halos de inhibicion de los extractos meta  ndlicos de Hojas (M1) e
inflorescencias (M2) de Tagetes lucida.

A los resultados de los bioensayos se les realizé un andlisis de varianza de dos
factores, siendo éstos: extracto con 3 niveles (cloramfenicol, M1 y M2), y cepas con 11 niveles
(ver cuadro 11), como lo muestra el cuadro 14 se puede afirmar que existe un diferencia
significativa de la actividad de los extractos frente a las bacterias (p < 0.05). Resultados (cuadro
12).
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Cuadro 12. Andlisis de varianza de los extractos me  tanodlicos (M1y M2).

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados de  Promedio de los F Probabilidad Valor critico

las cuadrados libertad cuadrados para F
variaciones
Muestra 465.34 5 93.068 10.9224059 0.0003898 3.10587524
Columnas 115.281667 1 115.281667 13.5293888 0.00315903 4.74722534
Interaccion  142.773333 5 28.5546667 3.35115892 0.03995861 3.10587524
Dentro del 102.25 12 8.52083333
grupo
Total 825.645 23
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Figura 7. Halos de inhibicion de los extractos meta  ndlicos (M1y M2) de
Tagetes lucida.

En la figura 6 se muestran los promedios de los halos de inhibicion de los extractos
(M1 y M2), frente al promedio de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en las
cuales manifestaron actividad antibacteriana, donde se observa claramente que el extracto
M2 fue més activo que el extracto M1, ya que M2 manifiesta los halos de inhibicion mas
grandes frente a las bacterias Gram-negativas y también presenté actividad frente a
bacterias Gram-positivas (Sarcina lutea, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis), siendo
las Gram-negativas las més sensibles para ambos casos. Para el caso de Candida albicans
(figura 6), fue mas sensible frente al extracto M2 ya que mostro los halos de inhibicion mas

grandes.
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2.2 Evaluacion cuantitativa de la actividad antimic robiana de los extractos
metandlicos (M1 y M1).

A los dos extractos, que presentaron actividad antibacteriana medida
cualitativamente se les determinaron los parametros de CMI Y CBM. Los resultados se
observan en el cuadro 13.

Cuadro 13. Evaluacion cuantitativa de la actividad antibacteriana de los extractos

(M1y M2).
Testigo Extracto (MeOH) (mg/ml)

Bacteria Cloramfenicol Hojas Inflorescencias

(mg/ml) (M1) (M2)
CMmI CBM CMmI CBM CMI CBM
Vibrio cholerae. cc.* 0.001 0.002 NA NA 0.5 1.0
Vibrio cholerae agua* 0.001 0.002 0.5 1.0 0.5 1.0
Vibrio cholerae Tor* 0.001 0.002 NA NA 0.5 1.0
Vibrio cholerae No-01* 0.001 0.002 0.75 1.0 0.5 1.0
Yersinia enterocolitica 0.002 0.004 2.0 >2.0 2.0 >2.0
Staphylococcus aureus 0.001 0.002 NA NA 2.0 >2.0
Bacillus subtilis 0.002 0.004 NA NA 2.0 >2.0
Sarcina lutea 0.001 0.002 NA NA 2.0 >2.0
Candida albicans ND ND 2.0 >2.0 1.0 1.5

La CMI y la CBM estan expresadas en mg/ml; los resultados son el promedio de tres
experimentos. ND= indeterminado. * Microorganismo mas sensible. NA= no se determiné pues no
presenté actividad.

Como se puede observar en el cuadro anterior las 4 cepas de V. cholerae
presentaron una mayor sensibilidad frente a M2, ya que se requiere de 0.5 mg/ml para
inhibir su crecimiento y de 1.0 mg/ml para obtener la CBM; Las cepas bacterianas mas
resistentes frente al extracto M2, fueron Y. enterocolitica, B. subtilis, S. aureus y S. lutea,
gue se requieren concentraciones mayores de 2.0 mg/ml para inhibir su crecimiento. Para
el caso del extracto M1 las cepas mas sensibles fueron 2 cepas de Vibrio cholerae (V. agua
y V. No-01), donde la CMI que fue de 0.5 mg/ml y 0.75 mg/ml respectivamente; para este
extracto (M1) las cepas més resistentes fueron Y. enterocolitica y C. albicans ya que para
ambas se requieren de concentraciones mayores de 2.0 mg/ml para inhibir su crecimiento.

Estos resultados muestran en general que el extracto metandlico M2 es el mas activo ya



RESULTADOS Y ANALISIS

gue muestra las CMIs méas pequefas, ademas de que las bacterias son mas sensibles
frente a esté, ademas de tener actividad frente algunas bacterias Gram-positivas en

comparacion con el extracto M1.

De acuerdo con los resultados de los bioensayos preliminares realizados a los dos
extractos metandlicos de hojas e inflorescencias (M1 y M2), se procedio a la separacion y
purificacion de los compuestos activos de ambos con la metodologia y procedimientos

anteriormente mencionados.

3. Bioensayos preliminares de los compuestos aislad 0S.

3.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los co mpuestos aislados.

Una vez que se determino la pureza de acuerdo con sus caracteristicas fisicas y sus
datos espectroscopicos de los dos compuestos aislados, se procedid a evaluarles la
actividad antibacteriana cualitativamente y cuantitativamente (Concentracion Minima
Inhibitoria, Concentracidbn Bactericida Minima), asi como la actividad antifingica
cualitativamente y cuantitativamente (CFso y CFM), al igual que con los extractos

metanalicos, utilizando la metodologia anteriormente mencionada.

3.2 Evaluacion cualitativa de la actividad antibact  eriana de los compuestos activos.

Los halos de inhibicién de los compuestos puros aislados, se muestran en el cuadro
14 y figura 8.

Como se puede observar en el cuadro anterior tanto el compuesto 1 y compuesto 2
mostraron actividad antibacteriana, siendo el compuesto 1 el que presentd los mayores
halos de inhibicion frente a 6 cepas usadas (4 cepas V. cholerae, Y. enterocolitica y C.
albicans); el compuesto 2 manifesto actividad frente a 5 cepas (4 cepas V. cholerae y C.
albicans), se puede observar mas claramente en la figura 8; en donde el compuesto 2
muestra los halos de inhibicibn mas pequefios en todos los casos, ademas de no

manifestar actividad frente a Y. entercolitica.



Cuadro 14. Evaluacion cualitativa de la actividad a

compuestos aislados.

RESULTADOS Y ANALISIS

ntibacteriana de los

Halo de inhibicion (mm)

Bacteria Cloramfenicol *Compuesto 1 Compuesto 2

Vibrio cholerae. CC. 30.0+£0.50 11.3+0.5 9.0+£05
Vibrio cholerae agua 34.0+0.58 12.0+0.0 11.0+0.0
Vibrio cholerae Tor 33.0+£0.50 13.3+0.5 11.0+0.5
Vibrio cholerae No-01 40.0 £ 0.50 12.3+15 8.0+£0.0
Yersinia enterocolitica 22.0+£0.50 10.0+0.0 -
Salmonella tiphy ATCC19430 20.0+£0.50 - -
Escherichia coli ATTC 25922 18.5+£0.50 - -
Enterobacter agglomerans 21.0+0.58 - -
Enterobacter aerogenes 18.0 £ 0.50 - -
Staphylococcus epidermidis 16.0 £ 0.50 - -
Sarcina lutea 10.0 £ 050 - -
Staphylococcus aureus 12.0 £ 0.50 - -
Bacillus subtilis 32.0+£0.58 - -
Candida albicans 15.0 £ 0.50 11+0.0 8.0+0.6

Se utilizé una concentracion de 2 mg por sensidisco, cada ensayo se hizo por triplicado. No hubo
inhibicion del crecimiento (-). * Compuesto aislado no se determino su estructura quimica.

El control positivo consistio en sensidiscos de cloramfenicol 25 pl, para el caso de Candida albicans el
control positivo consistié en sensidiscos de Ketaconazol 7 pg/sensidisco.

45

40 +

Promedio de los halos de inhibicion
(mm).

V.ch. CC. V.ch. agua

V. ch. Tor

V. ch. No-01

Figura 8. Halos de inhibicion de los compuestos act
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O Compuesto 1

B compuesto 2
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ivos de Tagetes lucida.
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A los resultados de estos bioensayos se les realiz6 un andlisis de varianza de dos
factores, siendo éstos: a) compuestos activos (Control positivo, Compuestos 1y 2), y b)
cepas con 6 niveles. Para verificar la existencia de diferencias significativas entre ellos. Los

resultados obtenidos se pueden observar en el cuadro 15.

Cuadro 15. Andlisis de varianza de los compuestos a  ctivos.

Origen de las Sumade Grados Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados de los para F
libertad cuadrados

Muestra 8 1 8 18.9349112 0.01214349 7.70864742
Columnas 14.045 1 14.045 33.2426036 0.0044908 7.70864742
Interaccion 2 1 2 473372781 0.09519969 7.70864742
Dentro del grupo 1.69 4 0.4225
Total 25.735 7

El andlisis estadistico bifactorial demostré que existen diferencias significativas con
respecto a la sensibilidad de las diferentes cepas a los compuestos puros. Con base en los
resultados mostrados en el cuadro 15 y como se observa en la figura 8, existen diferencias

significativas entre la actividad antibacteriana de los dos compuestos aislados (P< 0.05).

4. Evaluacion cuantitativa de la actividad antibac  teriana de los compuestos aislados.

Los resultados de la determinacion de la CMI y CBM de los compuestos activos (1 y
2) se muestran en el cuadro 16. Donde se observa que los cepas de V. cholerae fueron las
mas sensibles frente al compuesto 1, ya que se necesita una concentracion de 0.25 mg/ml
para inhibir su crecimiento y 0.5 mg/ml para obtener la CBM, en contraste el compuesto 2
presentd una menor actividad sobre las cuatro cepas de V. cholerae, ya que necesita
concentraciones mas altas para obtener los efectos bacteriostatico y bactericida, lo mismo
se evidencia para el caso de la levadura C. albicans, en la cual se necesita de valores de
0.75 mg/ml para inhibir su crecimiento y valores de 2mg/ml para alcanzar la CBM. Ninguno
de los dos compuestos aislados presentd actividad frente a las bacterias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Sarcina lutea).
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Cuadro 16. Concentraciéon Minima Inhibitoria y Conce  ntracién Bactericida Minima de
los compuestos activos.

Testigo Compuestos activos

Cloramfenicol *Compuesto 1 Compuesto 2
Bacteria CMI CBM CMI CBM CMI CBM
Vibrio cholerae. CC. 0.001 0.002 0.25 0.5 1.0 1.5
Vibrio cholerae agua 0.001 0.002 0.25 0.5 0.5 0.75
Vibrio cholerae Tor 0.001 0.002 0.25 0.5 0.5 1.0
Vibrio cholerae No-01 0.001 0.002 0.25 0.5 0.5 1.0
Yersinia enterocolitica 0.002 0.004 0.5 0.75 NA NA
Candida albicans ND ND 0.5 0.75 0.75 2.0

La CMI y la CBM estan expresadas en mg/ml; los resultados son el promedio de tres
experimentos. ND= indeterminado. NA= no se determind pues no presento actividad. *Estructura
no determinada.

Cabe mencionar que los resultados preliminares de la actividad antibacteriana
evaluada cuantitativamente a los extractos metandlicos, guardan una relacion con los
resultados obtenidos cualitativa y cuantitativamente para el caso de los compuestos puros
donde se evidencia que las cepas bacterianas mas sensibles fueron las cuatro cepas de

Vibrio cholerae .

En el cuadro 17 se observa que en la mayoria de las cepas sensibles (Vibrio
cholerae) se necesitaron menores concentraciones del compuesto 1, a diferencia de los
extractos M1, M2 y del compuesto 2, esto puede deberse que en los extractos metandlicos,
el compuesto o los compuestos responsables de la actividad antimicrobiana estén menos
concentrados, ya que en estos extractos existen un gran cantidad de sustancias quimicas
(ver apéndice 7), las cuales pueden presentar un sinergismo o antagonismo entre los
diversos compuestos presentes en ambos extractos metandlicos; posiblemente por eso se
requieren de concentraciones de 0.5 mg/ml para inhibir el crecimiento de las 4 cepas de V.
cholerae. El extracto M2 manifiesta actividad frente a 9 cepas usadas, 5 Gram-negativas
(Vibrio cholerae cc., Vibrio cholerae agua, Vibrio cholerae Tor, Vibrio cholerae No-01, Yersinia
enterocolitica), 3 Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Sarcina lutea) y una
levadura C. albicans, por lo que tiene el mayor rango de actividad en comparacion con el
extracto M1, el cual solo manifiesta actividad frente a 4 cepas (V. cholerae agua, V cholerae No-
01, Y. enterocolitica y C. albicans) teniendo un menor rango de actividad. Las diferencias que se

observan en las CMIs para el caso de los compuestos 1y 2, posiblemente se deba a sus
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estructuras quimicas las cuales sean diferentes, ya que las CMI para 3 cepas de V. cholerae
(Vibrio cholerae agua, Vibrio cholerae Tor y Vibrio cholerae No-01) frente al compuesto 1, se
requiere de 0.25 mg/ml para inhibir su crecimiento y para el compuesto 2 las CMI son del doble

para lo lograr el mismo efecto (0.5 mg/ml) frente a las mismas cepas.

Cuadro 17. Comparacion entre la Concentracion Minim  a Inhibitoria (CMI) de los

extractos metandlicos y los compuestos activos de Tagetes lucida.
CMI (mg/ml)
Bacteria Extracto Extracto *Compuesto Compuesto

M1 M2 1 2

Vibrio cholerae cc. NA 0.5 0.25 1.0
Vibrio cholerae agua 0.5 0.5 0.25 0.5
Vibrio cholerae Tor NA 0.5 0.25 0.5
Vibrio cholerae No-01 0.75 0.5 0.25 0.5
Yersinia enterocolitica 2.0 2.0 0.5 NA
Candida albicans 2.0 1.0 0.5 0.75
Staphylococcus aureus NA 2.0 NA NA
Bacillus subtilis NA 2.0 NA NA
Sarcina lutea NA 2.0 NA NA

* Estructura no determinada. NA = no se determin6é pues no presento actividad.

5. Curva de supervivencia sobre el efecto del creci  miento bacteriano.

Una vez establecidos los pardmetros CMI y CBM se procedio a determinar el efecto
del compuesto (1), con mayor actividad antimicrobiana sobre el crecimiento de una
bacteria Gram-negativa. Esta bacteria se escogio debido a su sensibilidad al compuesto
aislado y la importancia que tiene referente a los problemas gastrointestinales que genera
(Vibrio cholerae aislada de un caso clinico, productora de enterotoxinas “serotipo Inaba”).
Este bioensayo se realiz6é utilizando las concetraciones de 0.125 mg/ml (1/2 MIC), 0.25
mg/ml (MIC) y 0.5 mg/ml para la CBM. EIl compuesto 1 fue adicionado a cada cultivo
experimental. Cada experimento se realizé por triplicado y se llevé a cabo de acuerdo a las
condiciones descritas en la metodologia (ver apéndice 5). El nimero de supervivientes se

calcul6 mediante el método cuenta en placa.
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Figura 9. Efecto del compuesto 1 sobre la curvade  crecimiento ( Vibrio cholerae
aislada de un caso clinico).

En la figura 9 se muestra el efecto del compuesto 1 sobre la poblacion de Vibrio
cholerae. Este experimento mostré que el compuesto 1 a una concentracion de ¥ MIC
(0.125 mg/ml) no hay una disminucién significativa, tampoco a
concentraciones mayores; es decir, a 0.25 mg/ml (MIC), el efecto que se tuvo tampoco fue
significativo en cuanto a la disminucion del crecimiento poblacional bacteriano. Donde si se
manifiesta un efecto significativo es a una concentracién de 0.5 mg/ml (CBM) con la cual
se observa un efecto bacteriostatico (se mantiene la poblacién con relacion al tiempo de
exposicion al compuesto 1), Ademas de que a la concentracion de 0.5 mg/ml manifiesta
una curva de multiples impactos (Dulbecco, 1990), en la cual antes de hacerse lineal se
inclina cerca del origen, debido a que en cada microorganismo viable deben producirse
varias alteraciones (impactos), los cuales dan origen a la inactivacién del microorganismo.
Para determinar el nimero de impactos necesarios para que se produzca la inactivacion, se
prolonga la zona lineal de la curva de supervivientes hasta su interseccion que el eje de las
ordenadas (extrapolando se observa que la cinética es de aproximadamente 12 impactos o

de impactos multiples para la cepa de V. cholerae aislada de un caso clinico).
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6. Bioensayos preliminares de la actividad antifang ica.

6.1 Evaluacion cualitativa de la actividad antifun  gica de los extractos (M1, M2).

Los resultados de los bioensayos cualitativos sobre la actividad antifungica de los
extractos metandlicos de hojas e inflorescencias de Tagetes lucida, se muestran en el
cuadro 18. Donde se observa que los dos extractos metanolicos de hojas (M1) e
inflorescencias (M2), provocan inhibicion del crecimiento radial solo en una de las cinco

especies de hogos filamentosos (Aspergillus niger).

Cuadro 18. Actividad antifungica de los extractos m etandlicos de M1 y M2.

Extracto
Hongo Control Hojas Inflorescencias (M2)
(+) (M1)
Aspergillus niger + +

Trichophyton mentagrophytes
Fusarium sporotrichum

Fusarium moniliforme

+ + o+ + o+
1
1

Rhrizoctonia solani

Los extractos se evaluaron con una concentracion de 2 mg/sensidisco. (-) No mostré actividad, (+), Si
mostré actividad. Control (+), Ketaconazol 7 pg/sensidisco.

7. Evaluacion cualitativa de la actividad antifungi  ca de los compuestos aislados.

Los resultados cualitativos de la actividad antifiungica de los compuestos aislados (1
y 2), se muestran en el cuadro 19, donde se observa que s6lo el compuesto 2 provoco
inhibicion del crecimiento radial sobre uno de los cinco hogos filamentosos evaluados

(Aspergillus niger).
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Cuadro 19. Actividad antifangica de los compuestos aislados.

Compuestos
Hongo
Control ~ *Compuesto 1 Compuesto 2
(*)

Aspergillus niger + - +
Trichophyton mentagrophytes + - -
Fusarium sporotrichum + - -
Fusarium moniliforme + - -
Rhrizoctonia solani + - -

Los extractos se evaluaron con una concentracion de 2 mg/sensidisco. Control (+) fue
Ketaconazol 7 pg/sensidisco. Cada experimento se realizo por triplicado. (+) Activo, (-)
No activo, * Estructura no elucidada.

7.1. Evaluacion cuantitativa de la actividad anti ~ fangica del compuesto 2 activo.
Los resultados del porcentaje de inhibicién del compuesto 2, se muestran en el
cuadro 20 y figura 10.

Cuadro 20. Porcentaje de inhibicion del crecimient o radial del compuesto 2 frente a
Aspergillus niger.

Concentracion Hongo (%)
(mg/ml) Aspergillus niger

0.125 0.00 £0.00

0.25 33.33+£0.00

0.50 53.33+£0.10

1.0 53.33£0.00

1.50 53.33+£0.00

2.0 60.00 £ 0.00

2.5 60.00 £ 0.00

3.0 66.00 £ 0.00
100
90 |
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Figura 10. Efecto del compuesto 2 sobre la inhibici ~ 6n del crecimiento radial de  A.
niger.
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Como se puede observar en el cuadro 20 asi como en la figura 10, se requiere
concentraciones mayores de (3.0 mg/ml) del compuesto 2 para alcanzar el 100% de
inhibicién, ya que con esta concentracion sélo se alcanzé un 66.66% de inhibicion, lo cual
nos indica que este compuesto manifiesta una actividad fungistatica. La CFM del
compuesto aislado se encuentra a concentraciones mayores a 3.0 mg/ml y la CFsy se

presento a una concentracion de 1.02 mg/ml.

Los resultados mostrados para Aspergillus niger frente al control positivo
(ketaconazol) cuadro 19 y figura 10, se observa que se necesita de una concentracion de
2.6 mg/ml para alcanzar el 100% de inhibicién, por consiguiente se puede decir que esta
cepa es muy resistente, ya que requiere de concentraciones muy altas de este agente

fungicida.

Cuadro 21. Porcentaje de inhibicién del crecimient o radial de la Ketaconazol
(control positivo) en  Aspergillus niger.

Concentracién Hongo (%)
(ug/ml) Aspergillus niger
0 0+0.00
28 10.00 £ 0.00
84 18.60 £ 0.00
112 28.68 + 2.68
168 34.88 +0.00
224 39.53+0.00
336 39.53+£0.00
448 41.86 + 0.00
672 51.16 £ 0.00
896 65.11 £ 0.00
1792 76.74 £ 0.00
2688 100 £ 0.00

3584 100 + 0.00
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Figura 11. Efecto del Ketaconazol sobre la inhibici ~ 6n del crecimiento radial de
A. niger.

Los resultados obtenidos para la determinacion de la CFso y CFM se muestran en el
cuadro 22, donde se observa que se requieren de concentraciones mas altas, casi del
doble (compuesto 2 [1.02 mg/ml]), para alcanzar el 50 % de inhibicién sobre Aspergillus
niger con respecto a las concentraciones que se requiere para el fungicida Ketaconazol

(0.415 mg/ml), las cuales son mucho menores.

Cuadro 22. CF 50 y CFM del compuesto 2 vs. Ketaconazol.

ketaconazol Compuesto 2
Hongo CF 50 CFM CFso CFM
(ug/ml) (g/ml) (mg/mli) (mg/mli)
Aspergillus niger 415.1 2688 1.02 > 3.0

CFM es definida como la méas baja concentracion proporcionando la completa inhibicién del
crecimiento micelial
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8. Elucidacion de las estructuras
8.1 Elucidacién de la estructura quimica del compue  sto con actividad antifingica

(compuesto 2).

Para confirmar si la fraccidn activa estaba pura, se corrié una cromatografia en placa
fina, usando como fase movil diclorometano: AcOEt (9.5:0.5). Al observar bajo luz UV a 320
nm, se detectd una sola mancha, de forma ligeramente ovalada y que presentaba
fluorescencia de color azul muy intenso. La placa al revelarse solo aparecio una mancha,

esto indico que el compuesto estaba puro (Dominguez, 1980).

Posteriormente se realizaron los siguientes estudios fisicos y espectroscopicos:
punto de fusion, espectro de absorcion en el ultravioleta, resonancia magnética nuclear de

protones (RMN'H), resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN*C) e infrarrojo (IR).

En el cuadro 23 se muestran los datos de algunos parametros evaluados del

compuesto activo.

Cuadro 23. Parametros del compuesto activo puro obt  enido de la planta Tagetes

lucida.
Rendimiento* 2.31g (0.231%)
Rf (CPF, Silica gel 60 F 254 u; fase movil cloroformo) 0.55
Fluorescencia UV 366 nm Azul intenso
Punto de fusion 115-119°C

*Referidos a 1000 Kg de inflorescencias.

Como se observa en los resultados anteriores, el rendimiento que se tuvo del
compuesto 2 es escaso pero suficiente para poder llevar a cabo los estudios de la
bioactividad frente a las cepas experimentadas asi como para realizar los estudios de
espectrometria. Al correr el compuesto en ccf, con una fase moévil de cloroformo se
determind el Rf de 0.55, el color azul intenso observado bajo luz a 320 nm indicé que el
compuesto posiblemente estaba formado por anillo aromatico conjugado (cromoforo). Al

evaluar el punto de fusion se observo que éste fue de 115-119 °C.
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Lo anterior muestra que el compuesto tiene un grado de pureza aceptable.
(Dominguez, 1999).

Los resultados obtenidos de los espectros son los siguientes:
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Figura 12. Termograma del compuesto 2 con actividad antimicrobiana aislado de
Tagetes lucida.

En la figura 12 se muestra el termograma del compuesto 2 con actividad
antibacteriana y antifingica aislada de Tagetes lucida, en donde se observan algunas

impurezas, las cuales no interfirieron en la elucidacién de la estructura quimica.
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Figura 13. Espectro UV del compuesto 2 con activida  d antimicrobiana aislado
de Tagetes lucida.

En el espectro de absorcion de UV (figura 13), se observa un maximo de absorcion
en A wa= 323 nm, lo cual sugiri6 que se trataba de un compuesto aromatico,
probablemente un cumarina pues éstas absorben a alrededor de 320 nm en luz ultravioleta
(Murray, 1979; Harbone, 1989).



RESULTADOS Y ANALISIS

Instituto de Quimica UNAM NZ
Dr. A. Romo/dhon I.
Clave:FIB10E

cDC18

Varian-Gemini 200MHz-4

1H

No. registro:1010
9-Iv-07

B7B

HyC—O0

7.401

P
7.40 ppm
4
11

s |

= = |

e e N —— e — —— e e

5 7 ] 5 a e 2 1 ppm

ES ey S e [
1.03 2.02 3.00
1.02 1.08

Figura 14. Espectro de resonancia magnética nuclear de protones (RMN *H)
Del compuesto 2 con actividad antimicrobiana aislad o de Tagetes lucida.

Es espectro de RMN'H (figura 14), se registré utilizando tetrametil-silano como
referencia interna. En 3.709 ppm, se observa un singulete que integra para tres protones,
caracteristico de grupo metoxilo (CH3O-). En 6.256 ppm se tiene un doblete, sefial del
proton vinilico del hidrogeno del C-3. Entre 6.800 ppm a 6.945 ppm, se puede observar un
multiplete que es el resultado de los protones de los hidrogenos de los carbonos C-5 y C-8,
aunque el hidrogeno del C-5 es parte del anillo bencénico, su sefal se separa de los
hidrégenos de los carbonos seis y ocho, debido a que el oxigeno del grupo metoxilo tienen

un efecto inductor y por lo tanto se desplaza a campo alto.
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Finalmente en 7.335 ppm aparece la sefal del protén del hidrogeno del C-6 que se
observa como un doblete al igual que en 7.646 ppm sefial del proton del hidrégeno del C-4,
estos dos protones corresponden a sefiales de campos bajos puesto que son protones
desprotegidos, por lo que presentan una densidad electronica menor, ya que en el
benceno los electrones 11 estan deslocalizados alrededor del anillo y bajo la influencia de un
campo magnético externo, estos electrones 1 son inducidos a circular alrededor del anillo,
originando la denominada corriente de anillo que desprotege a los protones adyacentes a
grupos atrayentes de electrones y por lo tanto llevar a resonancia a dichos protones
requiere de un campo menor. Con los desplazamientos obtenidos, se realizé el célculo de
las constantes de acoplamiento (J), obteniendo que los protones de los hidrogenos del C-5
Y C-8 estan acoplados ya que ambos presentan una J = 10.4; mientras que los protones de
los hidrogenos del C-4 presenta una J = 9.4y el C-3 presenta un valor de J = 9.6. En el
cuadro 24 se resumen todos los desplazamientos quimicos y las asignaciones del espectro
de RMN'H.

Cuadro 24. Desplazamientos quimicos observados en e | espectro de RMN *H.

Proton

(asociado  Desplazamiento Integracion  Acoplamiento  Multiplicidad Grupo
al (ppm) J

carbono)
3 6.256 1H 9.6 d Vinilico
4 7.646 1H 9.4 d Vinilico
6 7.335 1H 8.0 d aromético

8y5 6.872 2H 10.4 d aromatico

11 3.709 3H S CHs;0-

Los valores de los desplazamientos quimicos de los protones en las posiciones de
las carbones 3, 4, 6, 5y 8 son los promedios de los datos obtenidos en el espectro de
RMN'H del compuesto 2.
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Figura 15. Espectro de resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN *3C)
del compuesto 2 con actividad antimicrobiana aislad o de Tagetes lucida

En cuanto al espectro de RMN*C del compuesto 2 (figura 15), se asignaron las
sefiales a los carbonos segun el modelo propuesto por Harbone, 1989. Como se puede
observar en este espectro el compuesto estd formado por diez &tomos de carbono. Entre
76.369 a 77.000 ppm se localiza la sefial del solvente utilizado (diclorometano); C-2
162.686 ppm, C-3 113.073 ppm, C-4 143.370 ppm, C-5 128.710 ppm, C-6 112.568 ppm, C-
7 161.138 ppm, C-8 y C-10 100.827, C-9 155.883 ppm y C-11 55.760 ppm.

Para comprobar los datos anteriores se determiné la resonancia magnética nuclear
de protones (DEPT) (figura 15) del compuesto 2, donde se observan los siguientes

resultados: un grupo metoxilo (-OCHg;) y cinco grupos metinos (CH).
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Figura 16. Espectro de resonancia magnética nuclear de protones DEPT del
compuesto 2 con actividad antimicrobiana aislado d e Tagetes lucida.

En el cuadro 25, se observan los desplazamientos quimicos del espectro de
RMN®C, donde puede observar que las diferencias entre las asignaciones de Harbone,
1989, las reportadas por Canales et, al., 2005 y las del espectro del compuesto 2 con

actividad antimicrobiana aislado de Tagetes lucida son minimas.

Cuadro 25. Desplazamientos quimicos del espectro de RMN'3C y DEPT del

compuesto 2 con actividad antimicrobiana aislado de Tagetes lucida.
Carbono Asignacion por ~C Harbone, 1989 Asignacion por Canales et
(ppm) DEPT al., 2005
2 162.686 160.8 C 164.68
3 113.073 112.7 CH 113.80
4 143.370 143.3 CH 145.71
5 128.710 128.7 CH 130.37
6 112.568 112.1 CH 113.32
7 161.138 162.6 C 163.35
8 100.827 100.6 CH 101.73
9 155.883 155.6 C 157.145
10 100.827 104.3 C 111.93
11 55.760 CH30 56.41

La asignacion de las sefiales se hizo de acuerdo al modelo de Harbone, 1989.
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Figura 17. Estructura propuesta del compuesto 2 ais  lado de Tagetes lucida
responsable de la actividad antimicrobiana.
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Figura 18. Espectro de masas del compuesto 2 con ac  tividad antimicrobiana aislado
de Tagetes lucida.

En el espectro de masas (figura 18) se observa que el ion molecular del compuesto
es de 176 e/z, el cual coincide con el de la 7-metoxi-cumarina (C,0Hg03) (figura 17). Con los
datos que se obtuvieron de este espectro se propone el patron de fragmentacion (figura
19), donde se puede observar que el fragmento 148 e/z (CgHg0) se origina por la pérdida

de M-28 del pico base (176 e/z). Dicha pérdida corresponde al monoxido de carbono (CO)
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; el fragmento 133 e/z (CgHs0;) se produce por la pérdida de M-43 (CH3-O=C) del pico
base; el fragmento 105 e/z (C;Hs0) se forma por la perdida de M-28 (CO) del fragmento
133 e/z (CgHs0,), finalmente el fragmento 77 e/z (CgHs)) se produce por la pérdida de M-28
(CO) del fragmento 105 e/z (C;Hs0).

M =161

/v CHs;
M-15
M= 17€ S M= 14€
~ /

v

\O M‘28 O+
C10H803 C9H802
CH--0O=C M-43
M =13¢ M = 10t M =77
CO
CO
\ / \ i‘ CH,
N > I
o o O
M-28 M-28
C8H502 C7H50 CGHS

Figura 19. Patron de fragmentacion del compuesto 7-  metoxi-cumarina con actividad
antimicrobiana aislado de la planta  Tagetes lucida.
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Con las constantes espectroscépicas registradas con los espectros de UV, RMN'H,
RMN®C y de masas, se lleg6 a la determinacién de la estructura quimica del compuesto 2
con actividad antimicrobiana, resulto ser la 7-metoxicumarina cuya formula se muestra en la
figura 20.

N

AN

H3C_O O

7-metoxicumarina

Figura 20. Estructura quimica del compuesto 2 cona  ctividad antifingica obtenido de
Tagetes lucida
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8.2. Elucidacion de la estructura quimica del compu esto 1 con actividad

antibacteriana aislado de Tagetes lucida.

En primer lugar se determiné que la pureza del compuesto aislado por cromatografia
en placa fina, usando diversas fases moviles. Los cromatogramas mostraron una sola
mancha de color morado intenso pero como se muestra en la figura 21, el termograma
realizado al compuesto 1 se nota la presencia de dos picos indicando que en la muestra no
tenia un grado de pureza aceptable o posiblemente el compuesto 1 sufrio alguna
descomposicion durante el tiempo en que se tardo en realizar los estudios para elucidar la
estructura del compuesto con actividad antibacteriana, ya que este estudio fue el ultimo en
realizarse por lo que no se logré elucidar su estructura quimica con los parametros
espectroscopicos (espectro de absorcion en el UV, IR, resonancia magnética nuclear de
protones, resonancia magnética nuclear de carbono 13 y protones, experimento en dos
dimensiones para **C con angulos de relajacion diferencial “DEPT” y espectrometria de

masas) (ver apéndice 6).
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Figura 21. Termograma del compuesto 1 con actividad antimicrobiana aislado de
Tagetes lucida.
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Con base en la literatura de estudios previos y en las pruebas preliminares
realizados en este trabajo, se encontré6 que T. lucida mostré actividad antifungica y
antibacteriana. Sobre la base de esta informacion y la alta resistencia de esta planta contra

el ataque de patdgenos se llevé a cabo un estudio fitoquimico biodirigido.

La susceptibilidad antimicrobiana de cada extracto metandlico obtenido de las partes
aéreas de la planta T. lucida se muestran en el cuadro 11. Los extractos metanolicos M1y
M2 inhibieron el crecimiento de cepas bacterianas enteropatdégenas y una levadura; para el
caso de M2 las cepas susceptibles fueron: Vibrio cholerae aislada de un caso clinico, Vibrio
cholerae aislada de agua contaminada, Vibrio cholerae Tor, Vibrio cholerae No-01, Yersinia
enterocolitica, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Candida albicans. El
extracto M1 mostré actividad en contra de V. cholerae agua, V. cholerae No-01, Y.
enterocolitica y C. albicans, de acuerdo con nuestros resultados el extracto M2 fue el que
mostré un amplio espectro antibacteriano (9 de 14 cepas usadas fueron sensibles a este
extracto), algunas de estas cepas causan infecciones gastrointestinales a los seres
humanos y son comunmente transmitidas en los alimentos, los sintomas clinicos mas
caracteristicos son: gastroenteritis, diarrea, vomitos, fiebres, nauseas, deshidratacion,
sangrados con pus y enterocolitis (Mins, 1993). Las cepas de Vibrio cholerae fueron las
mas sensibles en contra de los dos extractos ya que manifestaron los halos més grandes
(figura 6). Del extracto M1 y M2 fueron aislados dos sustancias (1 y 2), la primera resulté
una mezcla de dos compuestos. La pureza del compuesto a evaluar es de suma
importancia, puesto que es conocido que puede ocurrir un sinergismo entre los compuestos
gque estan presentes y por consiguiente puedan variar ampliamente su actividad biologica.
Se determind la estructura quimica del compuesto aislado del extracto M2. De acuerdo con
los estudios espectrometricos el compuesto activo fue la 7-metoxicumarina (figura 20). La
actividad antimicrobiana de los compuestos aislados se llevo a cabo de igual forma que los
extractos en contra de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas y una levadura; la 7-
metoxicumarina solo mostrd actividad frente a 5 cepas (V. cholerae cc., V. cholerae agua,

V. cholerae tor, V. cholerae NO-01 y C. albicans); la mezcla fue activa en contra de
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6 cepas (V. cholerae cc., V. cholerae agua, V. cholerae Tor, V. cholerae No-01, Y.
enterocolitica y C. albicans), siendo para ambos las cepas de V. cholerae las mas

sensibles, ya que manifestaron los halos de inhibicion mas grandes (cuadro 14) (figura 8).

A los resultados de los bioensayos se les realizd un analisis de varianza de dos
factores, siendo éstos: a) extractos con tres niveles (cloramfenicol, Ml y M2), y b) cepas con
11 niveles (ver cuadro 11), como muestra el cuadro 14 se puede afirmar que existe un
diferencia significativa entre la actividad de los extractos y el control positivo (p < 0.05)
(cuadro 12). Al igual que para los extractos se realizé un a andlisis de varianza de dos
factores para las sustancias aisladas, siendo éstos: (a) compuestos activos (control
positivo, compuestos (1 y 2) y (b) cepas con 6 niveles; el analisis estadistico bifactorial
demostré que existian diferencias significativas, con base a los resultados mostrados en el
cuadro 15 y como se observa en la figura 8, existen diferencias significativas en cuanto a la

actividad antibacteriana de los compuestos aislados y el cloramfenicol (p < 0.05).

Determinacion de CMI 'y CBM.

Se evaluo la concentracién minima inhibitoria y la concentracion bactericida minima
de los extractos y compuestos activos. Los resultados en los cuadros 13 y 16, muestran
que las cepas de V. cholerae son las mas sensibles; ya que se requiere de 0.5 mg/ml del
extracto M2 y 0.25 mg/ml de la mezcla aislada, para inhibir su crecimiento
respectivamente; la mezcla fue la mas activa cuantitativamente (cuadro 17). En recientes
afos la incidencia de gastroenteritis implicando a la bacteria del genero Vibrio se ha
incrementado, los casos reportados han sido atribuidos al consumo de alimentos marinos
crudos o no cocinados, o a la ingestion de agua contaminada. Junto al patégeno clasico de
Vibrio cholerae, otras especies incluyendo V. cholerae No-01, V. parahaemolyticus y V.
vulnificus, las cuales normalmente producen menos sintomas graves han sido reportados
por causar gastroenteritis, septicemia e infecciones en heridas (Baffone et. al., 2003). Los
alimentos de origen marino constituyen un riesgo especial, por que en algunas zonas V.
cholerae ha llegado ha ser parte del medio marino normal. Ademas, estudios mas

recientes han indicado que este microorganismo es capaz de crecer perfectamente en una
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diversidad de alimentos cocidos, a 22° C, 30° C y a 37° C, especialmente en alimentos con
pH elevado por ejemplo en los huevos duros y mejillones cocidos; V. cholerae Tor fue
capaz de sobrevivir durante tiempos muy prolongados en los alimentos marinos
congelados. Algunas hortalizas crudas, por ejemplo rdbano y el hinojo, también
mantuvieron el crecimiento de V. cholerae. Ademas se ha demostrado la transmision de V.
cholerae No-01 por alimentos marinos contaminados y por platos muy manipulados, como
entremeses, por mecanismos similares a los de propagacion de V. cholerae. Por
consiguiente siempre existe la posibilidad de que V. cholerae sea transmitido a zonas del
mundo en las que no es endémico por medio de los manipuladores de alimentos o por los
propios alimentos y comunidades donde no existe un nivel adecuado de higiene (Mossel et
al., 2003).

En la figura 9 se puede observar que el efecto de la mezcla sobre el crecimiento de
Vibrio cholerae (cepa aislada de un caso clinico), es de un agente bacteriostatico a
concentraciones de 0.5 mg/ml (CBM), y a esta misma concentracion manifiesta una curva
de multiples impactos (Dulbecco, 1990), en la cual antes de hacerse lineal se inclina cerca
del origen, debido a que en cada microorganismo viable deben producirse varias
alteraciones en alguna o algunas vias metabdlicas (impactos); extrapolando se observa que

la cinética es de aproximadamente 12 impactos o de impactos multiples.

Actividad antifangica.

Los extractos M1, M2 y las dos sustancias aisladas (la mezcla y la 7-metoxi-
cumarina) fueron también evaluadas contra de Aspergillus niger, Trichophyton
mentagrophytes, Fusarium sporotrichum, Fusarium moniliforme, Rhrizoctonia solani (ver
cuadros 19 y 20). Ambos extractos mostraron actividad frente a una de las cinco cepas
fungicas (Aspergillus niger). Con respecto a las sustancias aisladas solo la 7-metoxi-
cumarina inhibié el crecimiento de Aspergillus niger. La actividad antifungica de la 7-metoxi-
cumarina, a una concentracion de de 2.0 mg/ml manifiesta una actividad fungistatica, ya
gue solo se alcanz6 un 66.66% de inhibicion (cuadro 19 y figura 10). La CFM del

compuesto aislado se encuentra a concentraciones mayores a 3.0 mg/mly la CFso se
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presentd a una concentracion de 1.02 mg/ml, que comparado con el control positivo

(Ketaconazol) es menos activa (ver cuadro 20).

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que el uso tradicional de Tagetes
lucida en varias localidades de México, tiene un soporte fitoquimico, ademas de revelar que
los extractos actian sobre bacterias y hongos. Esto podria indicar que esta planta puede
jugar un papel importante en la preservacion de alimentos y preparacion de los mismos
como un excelente especia. Los extractos de plantas son ampliamente utilizados en
alimentos, industrias farmacéuticas y cosméticas. Las plantas contienen un amplio rango de
compuestos tales como lipidos, saborizantes, pigmentos, fragancias, nutracéuticos y
farmacos. Estos compuestos bioactivos y nutracéuticos podrian ser usados en la
prevencion, control y hasta el manejo de enfermedades tales como el céncer, estres
oxidativo, enfermedades cardiovasculares, osteoporosis y otras enfermedades
degenerativas (Kanu et. al., 2007). Se estan encontrando nuevos compuestos bioactivos
usando la informacion basada en estudios etnobotanicos y usos indigenas. Muchas
sustancias naturales de plantas pueden jugar un fundamental papel en los alimentos como

compuestos antimicrobianos y antioxidantes (Cameron et, al., 2005).

Un nutracéutico es definido como cualquier sustancia que puede ser considerada un
alimento o parte de un alimento y también provee de beneficios a la salud incluyendo el
tratamiento y prevencion de enfermedades. Los nutraceuticos pueden clasificarse como
nutrientes simples, suplementos alimenticios, y metabolitos secundarios (Céspedes et al.,
2006). Segun Oleszek, 2003, dentro de estas sustancias, encontramos compuestos que
han sido ampliamente estudiados durante la Ultima década, como: carotenoides,
fitoestrégenos, isoflavonas, lignanos, flavonas, flavonoles, antocianinas, estilbenos,
tocoferoles, &cido linoleico, glucosinolatos, alcaloides, acido folico, acido lipoico, cumarinas,

oligosacaridos, fructanos entre otros.

Los recientes estudios han resaltado la actividad antimicrobiana de los derivados
naturales y sintéticos de las cumarinas. Estas han sido usadas en el tratamiento de cancer,

edemas y muchos de sus derivados también han demostrado actividades biolégicas. Los
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efectos bioldgicos observados incluyen inhibicibn de enzimas, como la lipoxigenasa y
cicloxigenasa, actividad antitrombotica, vasodilatadora, antimutagénica, antitumoragénica y
antimicrobiana (Bernadette et, al., 2006). Lo anterior esta en concordancia con la
actividad observada en la 7-metoxicumarina en contra de 4 cepas bacterianas (V.
cholerae) y una levadura (C. albicans) (cuadro 17). Ya que las cumarinas pueden
inhibir la DNA girasa y la DNA topoisomerasa IV, que son enzimas esenciales para la

replicacion del material genético en procariontes (Laurin et, al., 1999).

Por otro lado, las cumarinas (benzo-a-pironas), son compuestos naturales
encontradas en una variedad de plantas, incluyendo canela y pimienta, las cuales son
usadas como resaltadores del aroma en muchos productos de consumo. El uso de las
cumarinas como un aditivo alimenticio fue prohibido por la FDA (Food and Drug
Administration) en 1954, basado en reportes de hepatotoxicidad en ratas. Debido a su
efecto potencial hepatotdéxico en humanos, la Comision Europea (European Directive
88/388/EEC, Anex Il) limitd las cumarinas naturales como un aditivo alimenticio a 2 mg/kg
de alimento/dia, con excepcion de las bebidas con altos niveles de alcohol, caramelos,
chicles y ciertos alimentos tradicionales. En octubre del 2004, la European Food Safety
Authority (EFSA, 2004) examin0 a la cumarina para establecer una tolerancia diaria
aceptable (TDI) en alimentos. EFSA emitid una opinion indicando que la cumarina no es
genotdxica y recomendando un TDI de 0-0.1 mg/Kg de alimento/dia. Falter et al., 2006, en
base a la investigacion enfocada sobre el conocimiento de los mecanismos de la toxicidad y
cancerinogenisis de la cumarina concluyen basados en el NOEL (el nivel de efecto no
observado) de la cumarina de 16 mg/Kg/dia en ratas hembras y aplicando un factor de
incertidumbre de 25 resultd en una dosis de referencia ADI (Ingestidon diaria aceptable) de
la cumarina de 0.64 mg/Kg/dia. Enfatizando que este valor de riesgo es protector para la
salud incluyendo la prevencion del cancer y otras enfermedades, basados en datos clinicos
sugieren que muchos humanos pueden tolerar altas exposiciones hacia las cumarinas sin
mostrar ningun efecto adverso; el beneficio potencial de la cumarina a la salud es su
actividad anticancerigena (Oleszek, 2003). Por otro lado las investigaciones de nuevos
productos naturales para controlar enfermedades humanas y en cultivos es una
prometedora area de investigacion. Los compuestos naturales producidos por el

metabolismo secundario de las plantas son un potencial importante de fuentes de nuevos
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tipos de nutraceuticos (Matos et, al., 1999).

El presente trabajo evidencia las propiedades inhibitorias de los extractos
metandlicos y principios activos (7-metoxicumarina) en contra de Aspergillus niger. Lo que
indica la importancia cientifica y econédmica que puede tener T. lucida en el area médica
y agronémica. A. niger ademas de causar algunas enfermedades en humanos (aspirgilosis,
trombosis e infarto, bloque parcial de vias nasales y alergias) es responsable de grandes
pérdidas de cultivos; ocasiona el deterioro de semillas invadiendo sus embriones, por lo que
disminuye notablemente el porcentaje de germinacion de éstas, también causa la pudricion
en algodon, cebollas y granos de maiz (Agrios, 1996). Estas infecciones son dificiles de
erradicar, particularmente en los habitantes de los paises del tercer mundo, debido a la
pobreza extrema y condiciones de sanidad de la poblacién (Kuiate et al., 2006). Por otra
parte, las micotoxinas que producen ciertas especies de hongos fitopatdgenos ocasionan
enfermedades en animales y humanos por el consumo de forrajes y alimentos invadidos
por hongos (Agrios, 1996).); La presencia de estos hongos 0 sus micotoxinas es
particularmente desventajosa en paises en desarrollo, donde el maiz y los productos
basados en este son el principal alimento para la mayoria de la poblacion (Young-Mi, et. al.,
2004).

De acuerdo a los estudios espectroscépicos, uno de los compuestos activos fue la 7-
metoxicumarina (figura 19), ambos pardmetros fisicos y espectroscopicos de este

compuesto coinciden con los reportados por Harbone (1989), y Canales et al., (2005).

La mezcla (compuesto 2) aislada con actividad antimicrobiana, muestra en los
espectros RMN'H RMN™C, DEPT vy en el termograma (ver figura 19), la presencia de
impurezas. Al realizar las cromatografias en placa fina reveladas solo mostraron una sola
mancha perfectamente definida, el punto de fusion del compuesto manifesté un intervalo
corto de temperatura (145-148° C) (ver cuadro7) estos estudios espectroscopicos no fueron
capaces de revelar la impureza o la posible presencia de dos compuestos con
caracteristicas muy similares. La impureza de la sustancia 1 activa en contra de bacterias

fue detectada en los estudios espectrosmétricos debido a la sensibilidad de los mismos. La
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presencia del compuesto contaminante puede deberse a varios factores, por ejemplo, el
compuesto activo sufrio alguna alteracion durante el proceso de purificacion o tal vez se
trate de un isomero, el cual presenta propiedades muy semejantes, y no se logroé separar
por cromatografias preparativas; por lo que se requiere de técnicas mas especializadas

como HPLC con una columna preparativa para separar la mezcla.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que el uso tradicional de Tagetes

lucida (pericon) en varias localidades de México tienen un soporte fitoquimico.

Los resultados revelan que Tagetes lucida actla sobre bacterias enteropatdgenas y

hongos fitopatdgenos.
Los extractos de Tagetes lucida en bajas concentraciones pueden ser Gtiles como
agentes antimicrobianos para prevenir el deterioro por bacterias y hongos de

algunos alimentos almacenados.

Los compuestos aislados de Tagetes lucida presentaron actividad antimicrobiana en

contra de bacterias Gram-negativas.

El compuesto responsable de la actividad antifungica fue la 7-metoxi-cumarina.
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PERSPECTIVAS

» Es necesario realizar otros estudios para elucidar la estructura quimica del

compuesto (1) con actividad antimicrobiana aislado de Tagetes lucida.

» Es necesario evaluar los demas extractos y fracciones ya que esta planta es una
prometedora fuente de compuestos activos en contra de bacterias enteropatdgenas

y hongos fitopatdgenos.

» Los laboratorios de todo el mundo han encontrado literalmente cientos de
fitoquimicos, los cuales tienen efectos inhibitorios sobre todo tipo de
microorganismos in vitro. Muchos de esos compuestos deberian ser sujetos a
estudios en animales y humanos, para determinar sus efectividad en los sistemas de
todo el organismo, incluyendo en particular estudios toxicolégicos, también como
una investigacion de sus efectos sobre la flora normal microbioldgica. Lo que podria
ser ventajoso para estandarizar métodos de extraccion y pruebas in vitro asi las
investigaciones podrian ser mas sistematicas y la interpretacion de los resultados

podria ser més facilitada (Cowan, 1999).
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APENDICE 1.

Método de difusion en agar o de Kirby-Bauer:
(Van der Berghe y Vlietinck, 1991).

Este método se utiliza para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de
los extractos, compuestos puros y de fracciones obtenidas de las separaciones
cromatogréficas, la metodologia es la siguiente:

Medio de cultivo

Se utiliza como medio de cultivo estandar el agar Mieller-Hinton (Bioxon 110-1), ya
que promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos clinicamente
significativos, para el caso de los hongos se utilizara agar Czapek (Sigma). Es importante
gue el medio alcance en la placa un espesor uniforme de 4 mm. Si es més fino, los
antibidticos tienden a difundir mas en direccion lateral aumentando el tamafio de las zonas
de inhibicién; un agar de mas de 4 mm de espesor produce una mayor difusion del

antibidtico hacia abajo, con tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.
Inoculo

Con un asa de siembra estéril se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias del
microorganismo a ensayar (Escherichia coli, Salmonella Typha, etc.). Se sumerge el asa en
10 ml de caldo Mueller-Hinton (Bioxon 260), se enjuaga bien el liquido para descargar todo
el material y luego se retira el asa de siembra. Se incuba el tubo de cultivo a 37 °C durante
aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea equivalente al estandar
N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale a una concentracién de aproximadamente 1.5 x 10°
bacterias/ml (este procedimiento se realiza por cada microorganismo a desafiar). El
estandar 0.5 de MacFarland se prepara afiadiendo 0.5 ml de cloruro de bario a 99.5 ml de
H,SO, 0.36 N (Hendrickson, 1987, citado por Avila, 1996). La comparacién de turbidez
entre el estdndar y el caldo con los organismos en estudio se puede efectuar observandolos

contra una cartulina blanca con lineas negras
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horizontales, o en su defecto con un espectrofotometro (Spectronic 21 Milton Roy) a 660
nm. Si la suspension de organismos es mas turbia que el estandar, se afiade solucion
salina al 0.9 % hasta igualarlas. Una vez logrado esto, se sumerge un segundo hisopo de
poliéster, estéril y seco en la suspension bacteriana, y antes de retirarlos se elimina el
exceso de liquido haciendo rotar el hisopo contra la pared interna del tubo. Con este hisopo
se inocula la superficie de una placa de agar de Mauieller-Hinton (Bioxon 110-1).
Previamente, se deja que la placa alcance temperatura ambiente; es aconsejable mantener
la tapa entreabierta para permitir la evaporacion de cualquier exceso de humedad de la
superficie del agar. Finalmente, se siembra mediante estria en por lo menos tres
direcciones, dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada
estria. Una vez seco el indculo, la placa de Mueller-Hinton esta lista para la aplicacion de

las muestras a las que se les evaluara su actividad antibacteriana.

Aplicacion de sustancias

Se utilizaran sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel whatman del N° 5
(los sensidiscos se utilizaran para evaluar biolégicamente los extractos, fracciones y los
compuestos puros separados mediante cromatografia). En todos los casos se haran las
diluciones necesarias para que los sensidiscos lleven la cantidad deseada de producto (2

mg por sensidisco).

Para llevar a cabo la prueba de susceptibilidad, los discos impregnados con las
sustancias a evaluar se colocan manualmente sobre la superficie del agar, utilizando una

pinza esteéril.

Preparacion de muestras:

Para el bioensayo el vehiculo sera agua destilada. En cuanto a la evaluacion de las
fracciones, los sensidiscos se impregnaran con las soluciones valoradas de la muestra
hasta llegar a la concentracion deseada de sustancia (2 mg) por disco; en este caso se
utilizaran solventes como el etanol y el cloroformo para solubilizar los compuestos, para

posteriormente impregnar los discos dejando evaporar el solvente durante 12 horas.
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Controles negativos

Para los bioensayos preliminares se utilizaron sensidiscos con 10 ul de los diferentes
solventes (metanol y cloroformo) dejandolos evaporar durante 12 horas. Al igual que los

experimentales.

Control positivo

Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales en sensidiscos con 25 g de
Cloramfenicol para el caso de bacterias y ketoconazol (7 pg) en el caso de la levadura y

hongos.

Incubacién

Una vez preparadas convenientemente las placas para la prueba de susceptibilidad.
Se colocan en una incubadora a 37 °C, sin mayor tension de CO,. Es preciso evitar presion
de CO, debido a que se puede formar acido carbonico en la superficie humedecida de agar,
provocando un descenso del pH. El desarrollo de algunos microorganismos es inhibido a
pH acido, lo cual tiende a estrechar falsamente la zona de inhibicion. Asimismo, la actividad
de diversos antibioticos puede aumentar o disminuir con la caida del pH, produciéndose
diferencias en las velocidades de difusion y alteraciones de las zonas de inhibicion. Se

incuban siempre placas con discos sin sustancias a evaluar como control (control negativo).

Interpretacion de resultados

Las zonas de inhibicion se miden con una regla de calibracion en milimetros. En

todos los casos, la prueba se hace por triplicado y se reportan los valores promedio en mm.
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APENDICE 2.

Determinacién de la concentracidn minima inhibitori a (CMI) y de la concentracion

bactericida minima (CBM).

Método de macrodilucién en caldo  (Jones et al.,, 1987, citado y modificado por
Avila, 1996).

Preparacion de reactivos y diluciones.

La solucién antimicrobiana de trabajo se prepara diluyendo la fraccidon en agasr de
Mueller-Hinton (Bioxon 260) a la mayor concentracion final deseada. La prueba se realiza
en cajas petri. Las concentraciones que se utilizaron fueron 0.125, 0.125, 0.250, 0.50, 1.0,
1.5y 2.0 mg/ml. En cada caja se colocaron 2 ml de agar con la concentracion del extracto
correspondiente. Cada ensayo se realizd por triplicado. También se manejé un control

positivo y un negativo como se indicé anteriormente.
Inoculacién e incubacion.

Se prepara un inéculo que contenga 10° a 10° UFC/ml (unidades formadoras de
colonia/ml) ajustando la turbidez de un caldo de cultivo al estandar de turbidez (se utiliza el
estandar 0.5 de MacFarland y diluyendo luego 1:200 en caldo). Afadir a cada tubo, 0.1 ml
del in6culo ajustado. Incubar los tubos a 35 °C durante 16 a 20 horas. No se recomienda la
incubacion en atmosfera de CO, a menos que sea esencial para el desarrollo del

microorganismo.

Interpretacion de resultados

La menor concentracién de antimicrobiano que produce una inhibicién completa del
desarrollo visible representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Una turbidez muy
ligera o un pequefio botdn de desarrollo o turbidez definida se considera evidencia de que

la droga ha sido incapaz de inhibir por completo el desarrollo a esa concentracion.
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Determinacién de la concentracién bactericida medi a (Finegold y Jo Baron, 1989).

Para medir la capacidad de un antimicrobiano para matar a un organismo se realiza
la prueba de actividad bactericida que emplea el mismo sistema de dilucion en caldo.
Cuando la suspension inicial del microorganismo es inoculada en los tubos de caldo, se
toma una alicuota del tubo de control de crecimiento inmediatamente después de ser
sembrado, la cual se inocula en una placa de agar de Mueller-Hinton (Bioxon 110-1) para
determinar el niamero real de unidades formadoras de colonia (UFC) del inéculo. Este
ndamero se obtiene al contar las colonias presentes luego de la inoculacion de la placa de

agar hasta el dia siguiente y por multiplicacion del factor de dilucion.

Luego que se ha determinado la CMI se siembra una cantidad conocida del inéculo
(usualmente 0.1 ml) tomado de cada uno de los tubos de caldo que no presentan turbidez
luego de la incubacion, en placas de agar Mueller-Hinton. El numero de colonias que se
desarrolla en estos subcultivos luego de incubar durante 18 horas se compara con el
namero de UFC/ml del cultivo original. En aquellos tubos que no presenten turbidez, los
microorganismos permaneceran viables o bien, habrdn sido destruidos por el agente
microbiano. Debido a que incluso las drogas bactericidas no siempre esterilizan totalmente
una poblacion bacteriana, la minima concentracion del agente antibacteriano que permite
sobrevivir a menos de 0.1% del indculo original, se denomina Concentracién Bactericida
media (CBM).
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Microtécnica de dilucién en caldo  (Koneman, 1996).

La microtécnica de dilucion en caldo sigue el mismo principio que el método de
dilucion en caldo, excepto que la susceptibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos se determina en una serie de microtubos moldeados en una placa plastica
(placas de Elisa). La microplaca se prepara colocando 50 pl de caldo Mueller -Hinton con la

concentracion deseada del compuesto a probar.

Se prepara una suspension bacteriana con un asa de siembra estéril tocando las
superficies convexas de 4 o 5 colonias de los microorganismos a ensayar. Se sumerge el
asa en 10 ml de caldo Mueller - Hinton (Bioxon 260), se enjuaga bien el liquido para
descargar todo el material y luego se retira el asa de siembra. Incubar el tubo de cultivo a
37 °C durante aproximadamente 24 horas, o hasta que la turbidez del medio sea
equivalente al estdndar N° 0.5 de MacFarland. Esto equivale a una concentracion de
aproximadamente 1.5 x 10° bacterias/ml, de esta suspensién se toman 0.1 ml y se le
adicionan a 99.9 ml de solucién salina al 0.9 % obteniéndose asi una concentracién de 10°

bacterias/ml. Cada concavidad se inocula con 50 pl de esta suspension bacteriana.

Una vez inoculada la placa se tapa para evitar la desecacion y se incuba por 24 hrs.
a 37 °C, pasado este tiempo se le afiaden 50 pl de una solucién de cloruro de tetrazolio al
0.08 % a cada concavidad, se incuba por 30 min. a 37 °C. En las concavidades donde se
desarrolla el organismo, el colorante es reducido a formazan de color rojo, produciéndose
un botén rojo en el fondo del microtubo. Donde no hay desarrollo bacteriano la solucién

permanece clara.
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APENDICE 3.
Método cualitativo de inhibicion del crecimiento ra dial (Wang y Bun, 2002).

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva acabo en cajas petri (100 X 15 mm)
que contengan 20 ml de agar de papa dextrosa, en el cual se inoculan las esporas del
hongo. Después que el micelio se ha desarrollado, se colocan discos previamente
impregnados con el compuesto activo, la preparacion de los discos es igual a la técnica de
difusion en agar. Si el primer ensayo es con un extracto crudo, se recomienda usar
concentraciones grandes de activo (1-2 mg por disco). Los discos se colocan a una
distancia de 30 mm del limite micelial.

Incubacién

Las placas son incubadas a 23 durante 72 horas ha sta que el crecimiento micelial

se haya desarrollado.

Controles negativos

Discos a los que se les agregara 10 pl del solvente empleado para disolver el

problema, dejandolos evaporar durante 12 horas (al igual que las experimentales).

Controles positivos

Se evaluara la sensibilidad de las cepas experimentales con sensidiscos de 7

pg/disco de Ketoconazol.

Interpretacion de resultados

En el caso de existir zonas de inhibicién se reportara el extracto como activo, en

todos los casos esta prueba se hara por triplicado.
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APENDICE 4.

Método cuantitativo de inhibicion del crecimiento r adial (Wang y Bun, 2002).

El ensayo contra hongos filamentosos se lleva acabo en cajas petri (60 X 15), que
contengan 6 ml de agar de papa dextrosa, con las siguientes concentraciones del extracto a
probar 3.00, 2.50, 2.00, 1.50, 1.00, 0.75, 0.50, 0.25, 0.125 mg/ml. Posteriormente se coloca

una pequeia cantidad de micelio en el centro de la caja.

Incubacién

Las placas son incubadas a 23<C durante 72 horas ha sta que el crecimiento micelial
se haya desarrollado.

Controles positivos

Se evalud la sensibilidad de las cepas experimentales incluyendo en el agar las
siguientes concentraciones de Ketoconazol. 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.80, 1.70, 3.50, 7.00,
14.00, 28.00 pg.

Interpretacion de resultados

Los resultados se reportan en porcentaje de inhibicion, teniendo en cuenta que la
concentracion que representa el 100% de inhibicion es aquella en la que ya no se observa
crecimiento, la cual corresponde a CFM; mientras que la concentracion que representa al
50 % de inhibicion corresponde a la CFsp y estas fueron determinadas por regla de tres con

respecto al control negativo, el cual representa el 0% de inhibicion.
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APENDICE 5.

Curva letal (curva de supervivencia y efecto sobre el crecimiento).

(Kubo, 1993; Shoenknecht et al., 1987, citado en Avila, 1996).

El desarrollo fue el siguiente:

1.

Se obtiene una poblacién de bacterias de aproximadamente 10%° UFC/ml

después de 16-24 horas de incubacion.

Se preparan tubos que contienen el agente antimicrobiano a concentraciones

iguales a la CBM, la CMI, %2 CMI, ¥4 CMI y el control sin antimicrobiano.

Se inoculan las bacterias en los tubos que contienen el antimicrobiano de tal

forma que cada tubo contenga entre 10" UFC/ml.

Se toman muestras de 0.1 m de cada tubo desde el tiempo cero, cada hora
durante las primeras 6 horas y posteriormente cada 4-6 horas. A las muestras se
les determina el nUmero de microorganismos viables UFC mediante la técnica de

diluciones.

Los resultados del desafio se reportan graficando el logaritmo del numero de

sobrevivientes contra el tiempo.
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APENDICE 6.
Los resultados obtenidos de los espectros de la mezcla aislada (compuesto 2)

son los siguientes:

0,130 .

0,08 |
0,07 J
0,06 |
0,05 |
0,04 |

0,03 |

0,019 3
T T T T T T T T T d

200,0 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400,0
nm

Figura 22. Espectro UV del compuesto 1 con activida  d antimicrobiana aislado de
Tagetes lucida.

El la figura 22 se muestra el espectro de absorcidén ultravioleta, donde se puede
observar dos A yax= 260 nm y 358 nm. Lo cual sugiere la presencia de compuestos
poliarométicos como, ya que como se sabe éstos presentan maximas de absorcion entre
los 300 — 400 nm (Harbone, 1994).
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En el espectro de resonancia magnética nuclear de protones se presentaron las
siguientes sefales: 5 singuletes entre 3.903 a 4.038 ppm caracteristicos de grupos
metoxilo; una sefial a 6.675 sin acoplamiento, asignable a un hidrégeno vinilico
desprotegido; una sefial AB de 4 hidrogenos formando 2 dobles de dobles a 6.27 — 6.37

ppm.
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Figura 24. Espectro de IR del compuesto 1 con activ  idad antimicrobiana aislado de
Tagetes lucida.

En la figura 24 se muestra el espectro de absorcion IR, en donde se puede notar la
presencia de las siguientes bandas de absorcion: 2935 y 2839 asignables a: -CH, -CH, Y —
CHs. En la region de carbonilos se observa una sefal a 1714 asignable a un carbono de
cetona a, B insaturada; a 1609 una sefal perteneciente a instauracion, sugiriéndonos la
presencia de un compuesto aromatico con grupos alquilo sustituidos y un carbonilo de
cetonas. Con estos resultados en el espectro de UV de indicios de que se trata de otra

cumarina metoxilada.
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Estructuras de antimicrobianos de origen vegetal ma
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s comunes (Murphy, 1999).
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