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1. INTRODUCCION

México cuenta con una gran diversidad floristica y en cuanto a la diversidad
fitoterapéutica, ésta también es muy amplia y depende de las regiones climaticas y

de los grupos indigenas que viven en ellas (Gupta, 1995).

Actualmente, en México, la importancia de las plantas medicinales no sélo
radica en su riqueza como parte de la cultura, sino también en el conocimiento
cientifico que se genera a partir de su estudio y del analisis que se realiza de
cuestiones ecoldgicas, geogréaficas, culturales, farmacolégicas y quimicas que
constituyen el contexto global (Santillan, 2012). Tagetes lucida en particular es una
rica fuente de bioactivos. Debido a la importancia de los principios activos que

posee, su estudio es muy interesante.

El género Tagetes pertenece a la familia Astereaceae y comprende cerca
50 especies, entre ellas, la Tagetes lucida Cav. (Tagetes florida Sweet),
comunmente conocida en México como “anisillo” o “flor de Santa Maria” y en

Guatemala y Honduras como “pericon”.

El pericén es una hierba erecta de 30 cm a 1 m de altura, muy ramificada y
gue huele a anis. Las hojas son de un mismo ancho tanto en la parte axial, como
en la distal, con los bordes dentados y de color verde oscuro, de olor y sabor a
anis. Tiene las flores dispuestas en cabezuelas agrupadas en racimos, estan en
las partes terminales de la planta y son de color amarillo. Sus frutos son negros y
pequefios. Es originaria de México, Guatemala y Honduras. Habita en climas
calido, semicalido, seco, semiseco y templado. El uso medicinal mas frecuente de
esta planta es en trastornos digestivos, principalmente para dolores de estomago,
diarrea, disenteria, empacho y vomito. Asimismo, se recomienda en desoérdenes
ginecoldgicos como célicos menstruales, dismenorrea. Se prescribe para dolores

en general (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).



Se ha detectado en Tagetes lucida un efecto antibacteriano (especialmente
contra Salmonella pyogenes y Candida albicans, lo que sefiala que la planta es
efectiva cuando se utiliza en procesos infecciosos que involucran a estos
organismos). Ademas se ha reportado actividad antiplaquetaria, efecto hipotensor
al administrarse por via intravenosa y un fuerte efecto diurético de la planta en

forma de té (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009)

La planta contiene un aceite esencial en el que sélo se ha identificado un
componente que esta presente en altas concentraciones, el estragol; ademas
contiene flavonoides, particularmente glicésidos de quercetina, quercetagritina,

tagetona, tagetina y canferol, taninos, pectina y gomas (Céspedes et al., 2006).

Entre los compuestos aislados de los extractos metandlicos de Tagetes
lucida que han presentado actividad biolégica contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas, se encuentran: el 7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina, el 7,8-
dihidroxicumarina y el esculetina, este ultimo mostré6 una interesante actividad
contra Vibrio cholerae, principal bacteria contaminante del agua. Asimismo, la
escoparona y la 6,7-dimetoxi-4-cumarina, presentaron actividad antifingica contra
Trichophytum mentagrophytes y Rhizotonia solani (Céspedes et al., 2006).
Ademas, los extractos de acetato de etilo, mostraron actividad antimicrobiana
contra Shigella boydii, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Sarcina lutea siendo el compuesto

bioactivo la 5,7,4'-trimetoxiflavona (Hernandez et al., 2006).



2. ANTECEDENTES

2.1 PERICON (Tagetes lucida Cav.).

2.1.1 Sinonimia

2.1.1.1 Sinonimia popular

Esta planta se conoce con los nombres triviales de anisillo, atagote, cedron,
flor de xuchitl, hierbanis, hierba anis, hierba de nubes, hierba de San Juan, hierba
santa, rincén, Santa Maria de jardin, tatalencho (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009), Hierbanis, jericon, pericon vomol y Santa Maria
(Marquez et al., 1999). En el Bajio se usa cuchrucumin, falso hipericon, flor de
Santa Maria, hierba afil, pericon, periquillo y yerbanis; fuera de ésta zona se

conoce como tzitziqui y yauhtli (Villarreal, 2003).

2.1.1.2 Nombres en lenguas indigenas de México

Esta planta recibe diferentes nombres dependiendo del lugar geografico en
gue se encuentre, esto es debido a las diferentes lenguas indigenas que existen a
lo largo del territorio mexicano. En el estado de Chiapas se le conoce como k'anal
nich wamal, K'ixin, perikon vomol, tzitz ak, tzitz pox, tzitz vomol, tzitzilal ul (tzotzil),
tzitzak (tzeltal), tzo' ka'il jomol (tzeltal/tzotzil). En el Estado de México se le ha
denominado mikua y xonequilitl (otomi). En Guerrero recibe el nombre de yita
perico, cuahuyahuitli y curucume (mixteco). En Morelos se le conoce como yauhtli
(nahuatl). En Michoacan es conocida por el nombre de tztzcurulcum (purépecha)

y en el estado de San Luis Potosi se denomina ojoom (tenek) (Villarreal, 2003).

2.1.1.3 Nombres comunes en inglés
La especie Tagetes lucida, recibe los nombres Sweetscented marigold,

sweetmace y sweet marigold en el idioma inglés.


http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=tzotzil&v=p
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/pueblos.php?l=2&t=tzeltal&v=p

2.1.2 Categorias taxondémicas superiores
Dominio: Eucaria

Reino: Plantae

Division: Spermatophyata

Clase: Dicotiledoneae

Familia Asterales

Tribu: Astrereae

Género: Tagetes

Especie: lucida

2.1.3 Definicion y generalidades.

Tagetes lucida es una hierba perenne, aroméatica, erecta, que crece entre
30 y 95 cm. Se levanta desde una base corta, gruesa y lefiosa; muy ramificada y
que huele a anis. Presenta hojas opuestas, puntiagudas, finamente dentadas, con
numerosas glandulas oleosas y flores amarillas dispuestas en pequefias
cabezuelas agrupadas en racimos, ubicadas en las partes terminales de la planta.

Sus frutos son negros y pequeios (Gupta, 1995) (Figura 1).

y’

-y

Figura 1. Planta Tagetes lucida Cav.



La planta estd formada por ramas con cabezuelas, flores, anteras y el
aequenio, cuyas medidas y proporciones se ilustran en la Figura 2, en conjunto la
planta llega a medir un promedio de 60 cm sin pasar del metro de alto.

4 mm

Figura 2. Tagetes lucida Cav: A. rama con cabezuelas; B. cabezuela; C. flor
del disco; D. anteras; E. aquenio (Villarreal, 2003)

La planta es nativa de México y se distribuye por toda Mesoamérica y
Sudamérica, se encuentra principalmente en bosques de encino y laderas de

ubicadas entre 1000 y 2600 msnm, con temperaturas entre 15 y 20°C (Gupta,

1995; Cicci6, 2004; Orellana, 2013). Es ampliamente conocida en Sonora,

Chihuahua y Nuevo Ledn. (Rzedowski y Equihua, 1987) (Figura 3).



Figura 3. Distribucion de la planta Tagetes lucida Cav. en México (Rzedowski y
Equihua, 1987).

La infusion de las flores y hojas se usa en Guatemala, México y otros
paises latinoamericanos para aliviar los dolores del parto, como tratamiento para
la anemia, las afecciones nerviosas, gastrointestinales (célicos, diarrea,
flatulencias, indigestién, nauseas, vomitos, etc.), y respiratorias (amigdalitis, gripe,
resfriados y tos ferina, entre otras), asi como para los dolores menstruales, el
reumatismo y las Ulceras. El zumo de las hojas y flores se utiliza como repelente
de mosquitos y en Meéxico, las hojas se fuman debido a sus presuntas
propiedades alucinégenas (Gupta, 1995; Caceres, 1991).

2.1.4 Aspectos historicos

La referencia mas antigua se menciona en el Cédice Florentino del siglo
XVI en donde se comenta que sirve "para los que tienen camaras (diarrea), los
gue escupen sangre y para la fiebre" (Sahagun, 1946).
En el mismo siglo, Francisco Herndndez reporta diversos usos "Cura las Ulceras,
evacua la orina, estimula las reglas, provoca y atrae los fetos muertos, es
favorable al pecho, alivia la tos, quita la flatulencia, estrifie el vientre, corrige el mal
aliento, aumenta la leche, combate los venenos, estimula el apetito venéreo, quita
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el dolor de la cabeza, alivia a los dementes, a los espantados y atontados por el
rayo, contiene el flujo de sangre, apaga la sed de los hidrépicos, aleja los frios de
las fiebres, mezclado con grasa de vibora y tomado repara las venas rotas; alivia
el flujo excesivo de la nariz, sana los oidos enfermos. Resuelve los tumores,
calienta el estbmago y cura el empacho, principalmente el de los nifios. Arroja las
piedrecillas y arenas de los rifiones y de la vejiga, asi como la pituita mas crasa
acumulada en ellos; adelgaza los humores, contiene el vomito; cria pus, sana las
Ulceras, aprovecha al utero, destierra las chinches, quita las jaquecas. Sana
admirablemente el salpullido y los empeines" (Herndndez, 1966).

En el siglo XVII, Francisco Ximenez parafraseando a Hernandez describe
que "provoca la orina y la regla, expele la criatura muerta del vientre, aprovecha a
la tos y expele las ventosidades, conforta el estbmago cuando esta bajo, corrige el
mal olor de la boca y engendra leche. Es contraria a los venenos, mitiga el dolor
de cabeza, aprovecha a los locos y para los que quedaron atonitos y espantados
de rayos, restafa el flujo de sangre, quita la sed a los hidrépicos y los frios de las
calenturas, aplicAndola con enjundia de vibora y dada a beber repara las venas
rotas. También en forma de emplasto en las orejas que estan malas las suele
sanar y de la misma manera sobre las hinchazones y apostemas las disipa y
resuelve, calienta el estbmago y cura el ahito principalmente de los nifios, limpia
los rilones y vejiga de las arenas y cabellos. De la flema gruesa y tenaz que suele
opilar sobre aquellas vias, adelgaza los humores, y puesta con miel sobre la boca
del estdmago detiene los vémitos engendra materia, y en suma es una especie de
pericon no conocido en nuestra Espafia". Por la misma época, Hernando Ruiz de
Alarcon resefia su uso para las calenturas que no son cotidianas, sino terciadas. A
las enfermedades de salpullido o empeines, y otros males que proceden del fuego,

asi como la cura de ciciones o tercianas (Ximenez, 1915).

A inicios del siglo XVIIl, Juan de Esteyneffer la emplea en el tratamiento
contra las hemorroides, el “mal de madre” y otros malestares (de Esteyneffer,
1712).



En el siglo XX, Maximino Martinez la reporta como: antidisentérico,
antiespasmadico, antipaltdico, caquexia, carminativo, diaforético, diurético,
emenagogo, emético y relajante (Martinez, 1959). Finalmente, la Sociedad
Farmacéutica de México sefiala a T. lucida como antipalidico, antiparisitario,

emenagogo y estimulante.

2.1.5 Composicion quimica

En cuanto a la composicion quimica del aceite esencial de las partes aéreas
de Tagetes lucida Cav. se han identificado 53 compuestos, de los cuales los
principales son anetol, metileugenol y estragol (Amner et al., 2007). Siendo el
estragol (metilchavicol) el principal constituyente de dicho aceite (Tabla 1), el cual
es un derivado fenilpropanoide que se presenta en muchas fuentes vegetales
(Ciccio, 2004).

Tabla 1. Principales compuestos presentes en el AE de la especie Tagetes
lucida Cav. de diferentes origenes.

Origen Compuestos mayoritarios

Estragol (33.9 %), anetol (23.8 %), metileugenol

Guatemala (24.3 %) (Bicchi et al., 1997).

Flores:La esencia contenia principalmente estragol
(93.8 %) y el trans-B-cariofileno (2.1 %).

Italia Hojas: Se observo una disminucion en el contenido
de estragol (78.2%) y la presencia de metileugenol
(3.6%) (Marotti et al., 2004).

Hojas y tallos: Estragol (97.1 %), mirceno (1.8 %),
(E)-B-ocimeno (0.2 %),

linalol (0.2 %), germacreno D (0.2 %).

Costa Rica Flores: Estragol (95.4 %), mirceno(1.2 %), (E)-B-
ocimeno (0.2 %), linalool (0.2 %), germacreno D (0.5
%), 5-metil-5-(3-buten-1-inil)-2,2-bitienil (0.1 %), 5-(3-
penten-1-inil)-2,2-bitienil (0.8 %) (Ciccid, 2004).

Las hojas y flores contienen: AE constituido por compuestos tales como
limoneno, [B-ocimeno, B-cariofileno, mirceno, anetol, alilanisol, estragol, éter

metilico de eugenol, tagetona, alcaloides cuaternarios, flavonoides
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(quercetagetina, patuletina), saponinas, taninos, leucoantocianinas, acido galico,
glucésidos cianogénicos, cumarinas (herniarina, dimetilalileter de 7-
hidroxicumarina, 6,7,8 trimetoxicumarina), pectina, taninos y sales minerales (de la
Cruz, 2005; Phillips et al., 1984).

El fenilpropanoide estragol es un constituyente natural de una gran variedad
de hierbas, tales como pericon, albahaca, hinojo y anis. El estragol esta presente
en grandes concentraciones en aceites volatiles de plantas y arboles, como
también en los alimentos. De acuerdo a experimentos realizados con ratones se
ha encontrado que el uso de los aceites esenciales de estas hierbas como
agentes saborizantes han mostrado ser genotéxicos y pueden producir tumores
hepaticos (Miller, 1983; Leung y Foster, 1980), ademas de ser cancerigeno; por lo

tanto existen reducciones en la exposicidn y restricciones en los niveles de uso.

El estragol ha sido ampliamente utilizado como saborizante y aromatizante
en las industrias de alimentos y bebidas alcohdlicas; ademas, es usado en
perfumes, jabones, detergentes y como precursor en sintesis organica para
formulaciones farmacéuticas.. Este compuesto presenta actividades biologicas
como insecticida, bactericida, antiinflamatoria y anestésica (Okunade y Olaifa,
1987; Mufoz et al.,, 2007). El estragol es reconocido como sustancia segura y
aprobado para su uso en alimentos bajo las secciones 201(s) y 409 de La Ley
Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos de los Estados Unidos de
Norteamérica (FD&C Act). Sin embargo, se ha demostrado que el estragol y sus
metabolitos son genotdxicos y producen tumores hepaticos en experimentos con

animales, debido a esto su empleo esta limitado (Madurga, 2002).

El anetol es el componente principal del aceite esencial del anis (Pimpinella
anisum) ya que contiene de un 80-90% de dicho compuesto, también esta
contenido en del aceite esencial de Tagetes lucida (23.8%) (Amner, et al., 2007).
El anetol es un agente saporifero con propiedades carminativas, por lo que se usa

para paliar los problemas de aerofagia y flatulencia en los lactantes (Romero et al.,



2007). Otras propiedades farmacolégicas son accidn estrogénica, accion
depresora del SNC, potente actividad antimicrobiana, insecticida, antiinflamatoria y
anestésica (Mattos et al., 2007).

Si bien la planta de anis es ampliamente admitida para su uso en productos
alimentarios, existe la posibilidad remota de intoxicacion por su contenido en
anetol. En el ambito toxicol6gico, concentraciones altas de anetol inducen
convulsiones en animales, por lo tanto soluciones altamente concentradas pueden
explicar casos de intoxicacion, principalmente en lactantes. Se han comunicado
casos de convulsiones, vomitos y edema pulmonar por ingestion de la esencia de
anis en dosis de 1 ml por lo que se recomienda evitar un cocimiento prolongado
en lugar de una simple infusién (Mattos et al., 2007). El anetol es un compuesto
quimico precursor de la parametoxianfetamina (PMA), compuesto conocido con el
nombre de “éxtasis”. Por su alto contenido de anetol y estragol en los aceites
esenciales de pericon y anis, se considera neurotoxico. También puede originar
hepatotoxicidad, incluyendo insuficiencia hepatica, dermatitis de contacto e
hipersensibilidad (Cambar et al., 1984).

Por otro lado, en los extractos metandlicos de Tagetes lucida han sido
identificados diferentes flavonoides, glucésidos y acidos fendlicos, tales como
pauletin, isorhamnetin, quercetagenini 3-O-arabisonil galactésido y isorhamnetin 7-
O-glucésido (Abdala, 1999), quercetagenini (3,4-dimetil éter 7-O-B-D-
glucopiranosido),el acido 3-(2-O-B-D-glucopirandsido-4-metoxifenil) propandico y
su metiléster (Aquino, et al., 2002). Los autores destacaron en cada uno de los

trabajos, la importancia de las propiedades antioxidantes de estos compuestos.

Los componentes del aceite esencial con propiedades antimicrobianas e
insecticidas, asi como de los flavonoides que actian como antioxidantes, son
generalmente sintetizados en las flores y las hojas. Los carotenoides,
principalmente Iluteina y esteres de luteina, usados en preparaciones
farmacolégicas como colorantes y aditivos de alimentos, ademas de ser conocidos

por sus efectos de antienvejecimiento y anti carcinogénico, se encuentran solo en
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los pétalos de las flores. Los tiofenos, compuestos sulfuro poliacetilénicos, poseen
una fuerte actividad antimicrobiana, son principalmente acumulados en las raices.
Se indica que los tiofenos poseen propiedades alelopaticas, insecticidas,
nematicidas, antimicoticas, germicidas y citotoxicas. Ademas han resultado ser

tiles como marcadores quimiotaxonémicos (Marotti et al., 2004).

Los estudios fitoquimicos han revelado que Tagetes lucida sintetiza
cumarinas, lactonas y terpenos. También se han aislado flavonoides, glicésidos de
quercetina, quercetagritina, tagetona, tagetina y canferol, taninos, pectina y gomas
(Morton, 1981). En la raiz se ha detectado un compuesto sulfurado, el 5-(3-buten-
1-inil)-2,2"-bitienil (BBT) y en la semilla se indica la presencia de un alcaloide

(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Los tiofenos son compuestos caracteristicos del género Tagetes. Son
compuestos poliacetilénicos biolégicamente activos cuya actividad es
incrementada por la irradiacion con luz ultravioleta de onda larga (UV-A, 320-400
nm) (Marotti et al., 2004; Santa Cruz, 2005). Se sabe de cuatro tiofenos presentes
en abundancia en el género Tagetes, estos son: 5-(3-buten-1-inil)-2,2‘-bitienil
(BBT), 5-(4-hidroxi-1-butinil)-2,2*-bitienil (BBTOH), 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2"-
bitienil (BBTOAc) y 2,2°,5'2“-tertienil o a-tertienilo (a-T). El sitio de mayor

concentracion de tiofenos es la raiz (Santa Cruz, 2005) (Tabla 2).
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Tabla 2. Tiofenos mas comunes del género Tagetes (Margl et al., 2002).

Estructura Nombre Acronimo
S S
R1 R2
-H NS 5-(3-buten-1-inil)-2,2’-bitienil BBT
_CH, o~ 5 —metlI—5—(3k;ﬁ:Jetﬁir|1—1—|n|I)—2,2 - MeBBT
-H N 5-(1-pentil-2,2'-bitienil PBT
1 o~ 5 -(4-h|drot>)<_|-_1-b_ut|nll)-2,2 - BBTOH
itienil
i S 2,2',5’,2"-tertienilo,(a-
H lT\/)_ tertiofeno, a-tertienilo) a-T
) i 5-(4-acetoxi-1-butinil)-2,2’-
H NJ\ bitienil BBTOAC
5-metilacetato-5’-(3-buten-1-
H,-O-CO-CH,- 7
CHy-O-CO-CH, N inil)-2,2"-bitienil ACOCH BBT
% O)J\ . . . y
H /\h 5-(3,4-diacetoxi-1-butinil)-2,2’- BBT(OAC);

T

o

bitienil

El gran espectro de eficiencia de los tiofenos como agentes antimicrobianos

y su capacidad biodegradable, los hace muy atractivos como alternativa del uso de

pesticidas quimicos (Marotti et al., 2004; Santa Cruz, 2005). El a-tertienilo

presenta actividad antimicrobiana, puede ser fototoxico en presencia de luz

ultravioleta cercana y producir una fotodermatitis por un mecanismo que no

depende de la peroxidacion lipidica de la membrana (Guzman y Manjarrez, 1962).

En el extracto obtenido con dietiléter se identific6 metilchavicol

metileugenol y alinol (Bicchi et al., 1997).
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Por otro lado, en un estudio comparativo de diversos efectos del aceite
esencial de Tagetes lucida mencionan que las hojas y la flores contienen limoneno
(16.5%), B-ocimeno (14%), B-cariofileno (28%), mirceno (cuatro-cinco%), tagetona,
dihidrotagetona, tetrahidrotagetona, estragol, metileugenol, linalool, alil-anisol y
anetol (Santillan, 2012) (Tabla 3).

Tabla 3. Compuestos quimicos con actividad fungicida, fusgistatica y
nematicida en Tagetes lucida Cav (Hethelyi et al., 1986).

Actividad Compuesto

1,8-Cineol
Anetol
Anisaldehido
Cariofileno
Chavicol
Hemiarin
Linalol
Metil-eugenol
Mirceno
Tiofeno

Efecto fungicida

Limoneno

Efecto fusgistatico Metil-eugenol

1,8-cineol
Limoneno
Chavicol

Efecto nematicida Linalol
Metil-eugenol
Metil-isoeugenol
Tiofeno
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2.1.6 Propiedades biolégicas y farmacoldgicas.

Tagetes lucida es una de las plantas medicinales mas frecuentemente
investigada por sus propiedades como sedante, enterobactericidas y para el
tratamiento de enfermedades respiratorias (Hethelyi et al., 1986). A pesar de que
se usa en la medicina tradicional mexicana por sus propiedades en el tratamiento
de diferentes enfermedades del SNC, la informacion cientifica disponible acerca

de estas propiedades de la especie es escasa.

En estudios anteriores se ha reportado que el extracto etandlico acuoso de
las hojas y semillas de T. lucida ejercié un efecto hipotensor en perros por via
intravenosa, a una dosis de 5 mg/Kg. Asimismo, se reportdé que el té de pericon,
produjo un fuerte efecto diurético. También se ha demostrado la actividad
antibiotica in vitro del extracto etandlico de las flores y hojas sobre Streptococcus
pyogenes y de un extracto etandlico acuoso de las hojas sobre Candida albicans
(Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009; Céaceres et al.,
1990).

Los glicésidos de las flavonas son sustancias con propiedades diuréticas,
por lo que es muy probable que la quercetagritina sea la responsable del efecto

diurético reportado para un extracto acuoso de esta planta.

Los extractos de Tagetes lucida en ensayos in vitro mostraron actividad
antibacteriana contra Escherichia coli, Salmonella entérica Enteritidis, Salmonella
entérica Typhi, Shigella dysenteriae y Shigella flexneri, y contra bacterias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus
pyogenes) causantes de afecciones respiratorias (Caceres et al., 1991, Girdn et
al., 1991). Se ha detectado actividad antibiotica contra Salmonella
pyogenes y Candida albicans, lo que sefala que la planta es efectiva cuando se
utiliza en procesos infecciosos que involucran a estos organismos (Biblioteca

Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
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Su utilidad medicinal data de la época prehispanica, en el lenguaje Nahuatl
es conocida como yauhtli o hierba nube. Francisco Hernandez en su obra del siglo
XVI reporta su uso en el tratamiento de un gran numero de casos. Se toma como
un té ligero para aliviar dolores corporales y como té concentrado para el
tratamiento del reumatismo, como estimulante de la menstruacion, incrementa la
produccion de leche, dolor de cabeza, fiebre y en caso de diarrea e infecciones
(Cano, 1997).

El Centro de Investigacion en Plantas Medicinales de Xochitepec Morelos
ha reportado actividad antibacteriana del extracto etanélico contra Escherichia coli,
Candida albicans, Vibrio cholerae, Salmonella enterica Enteritiditis, Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri. Ademéas se ha registrado su actividad como
inhibidora de agregacion plaquetaria (Caceres et al., 1991).

En la fraccibn hexanica de tallo y hojas se han localizado sustancias con
propiedades nematicidas y larvicidas. Por cromatografia de liquidos de alta
resoluciébn se encontré alfatertienilo y bitienilos. Los tiofenos, grupo al que
pertenecen las sustancias anteriores, son fototoxicos frente a bacterias y hongos,
encontrandose positiva la actividad antibacteriana en Bacillus subtilis (Arnaz y
Garcia, 1991).

Se demostr6 la actividad antimicética y antibacterial de extractos de
diclorometano y metanol de las partes aéreas de Tagetes lucida, de los cuales se
aislaron 7 cumarinas. El compuesto mas activo contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas fue la 7,8-dihidroxicumarina, ademas de tener actividad contra
Vibrio cholerae. Otros compuestos que presentaron actividad antibacteriana fueron
la escoparona y la esculetina. La escoparona mostré una fuerte actividad contra
algunas cepas de hongos en especial de Trichophyton mentagrophytes y

Rhizoctonia solani (Céspedes et al., 2006).

Salgado y cols. (2007) indican que los metabolitos ecopoletina y

umbeliferona también muestran actividad contra Escherichia coli y Proteus
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mirabilis. El andlisis del efecto antifingico y antibacterial del extracto etandlico de
Tagetes lucida, indica que el extracto presenta efecto antibacteriano en contra de

Pseudomanas marginalis y Erwinia carotovora (Badillo et al., 2008).

De los extractos metandlicos de hojas e inflorescencias se logré aislar la
herniarina. De las hojas se registré actividad antimicrobiana en contra de dos
cepas de Candida albicans, Vibrio cholerae y Yersinia enterocolitica, mientras que,
de las inflorescencias presentd efecto contra cuatro cepas de Bacillus subtilis,
Candida albicans, Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae y
Yersinia enterocolitica; en ambos casos se observa que las bacterias Gram
negativas son las mas sensibles. El efecto antimicrobiano de la herniarina

demostro ser efectivo ante cuatro cepas de V. cholerae (Badillo et al., 2008).

El extracto de acetato de etilo de las hojas de Tagetes lucida resulta ser
efectivo en la disminucion de germinacion de esporas de Candida albicans,
Colletotricumlin  demuthianum, Mucor circinelloides y Sporothrix shcenckii,
mientras que, el extracto de cloroformo-etanol de hoja no inhibe la germinacion de
esporas de hongos filamentosos (Germosén, 2007). La maceracion etandlica de
hojas y flores secas de T. lucida presenta inhibicion del crecimiento de
Escherechia coli, Shigella dysenteriae, S. flexneri, Salmonella typhiy vy
Streptococcus pyogenes in vitro. El extracto acuoso de las flores secas fue activo
contra Escherechia coli enteropatogena, Salmonella enteriditis, S. typhi, Shigella
dysenteriae, S. flexneri, S. pneumoniae y S. pyogenes. La maceracion
hidroalcohdlica de las hojas y flores de Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis
y C. stellatoidea (Malik et al., 2011).

Las cumarinas naturales producen efectos variados y pronunciados en los
organismos vivos. Exhiben numerosas actividades farmacolégicas y fisiologicas,
tales como antibacteriano, antioxidante, antinflamatoria, antiagregante plaquetario,
antimicrobiana, espasmadica, anti VIH-1, vaso dilatador y diurético (Badillo et al.,

2008; Guadarrama et al., 2008). La herniarina, ademas de poseer actividad
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antimicrobiana presenta actividad espasmolitica, diurética y antiinflamatoria.
Popularmente se le atribuyen propiedades abortivas (Guadarrama et al., 2008). La
patuletina tiene actividad antiespasmodica (Malik et al., 2011). La escopoletina
esta ampliamente distribuida en el reino animal, es un compuesto nutracéutico que
posee propiedades terapéuticas contra la diabetes mellitus, diarrea y cancer
(Guadarrama et al., 2008). La DLsy de los extractos preparados con solventes de
diferente polaridad de hojas y flores secas con actividad espasmolitica in vitro,
frente a espasmo por acetilcolina, administrados por via oral, fue superior a 100

mg/Kg de peso (Guzman y Manjarrez, 1962; Malik et al., 2011).

Los extractos hidroalcohdlicos de flor y hoja aplicados sobre yeyuno de
conejo in vitro (3.2 y 6.4 ug/ml) redujeron la amplitud y las frecuencias de las
contracciones intestinales inducidas por serotonina. La infusion de hoja (500
ug/ml) fue antiespasmadica in vitro e in vivo sobre ileon de rata a 20 g/Kg (Malik
et al., 2011).

Todas las especies del género Tagetes estudiadas hasta la fecha se
caracterizan por la presencia de 6-metoxi, 6-hidroxi aglucon. En el analisis de un
extracto metanolico sometido a hidroélisis para después identificar el contenido de
flavonoides demostrd que las partes aéreas de Tagetes lucida poseen patuletina,
isorramnetina, gquercetagetina 3-O-arabinosil galactésida e isorramnetina 7-O-
glucésido (Carey, 1999). Se ha registrado que las flavonas tienen diferentes
efectos biologicos, entre ellos actividad antibibtica, lo cual concuerda con el
estudio realizado por Herndndez y colaboradores (2006) donde encontré que la
5,74 -trimetoxiflavona tiene gran actividad antimicrobiana frente a 11 cepas de
bacterias y una levadura. Ademas menciona que las flavonas pueden inhibir la
sintesis del material genético de las bacterias para mediar la actividad antibidtica.

Las tinturas son preparaciones liquidas, por lo general obtenidas por
extraccion de materia vegetal con alcohol o mezclas hidroalcohdlicas, luego de la
evaluacion de las caracteristicas microbiolégicas hechas a una tintura comercial

con propiedad antibacteriana a partir de Gnaphalium stramineum (flores), Plantago
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major (hojas), Psidium guajava (hojas) y Tagetes lucida (hojas y flores), en
solucion alcohdlica al 35%, se determind la presencia de cumarinas y flavonoides.
Los compuestos flavonoides quercetinicos como la guayaberina presentes en P.
guajava, los glucoésidos flavonoides de G. stramineum, las cumarinas de P. major,
el a-tertienilo y herniarina de T. lucida, le confieren a la tintura la actividad
antibacteriana. Ademas, los lotes de tintura antibacteriana analizados mantienen la
presencia de sus metabolitos activos luego de 180 dias de almacenamiento en

condiciones extremas de temperatura (Diaz, 1976).

La infusion de hojas y flores (1 g/Kg) es inactiva como antiinflamatoria en un
modelo de edema de pata de rata inducido por carragenina. El extracto etandlico
acuoso de las hojas y semillas de Tagetes lucida ejerce un efecto hipotensor en
perros por via intravenosa a dosis de 5 mg/Kg. La infusiéon de hoja (1-5 g/Kg)
administrada por via oral a rata, no induce signos evidentes de toxicidad gastrica
ni sangrado digestivo (Malik et al.,, 2011). El extracto alcohdlico provoca en

algunas personas transtornos cardiovasculares (Guzman y Manjarrez, 1962).

Estudios preliminares indican que la decoccién de hojas tiene cierta actividad
inmunomoduladora en ratones medida por un aumento en la poblacion de
linfocitos y en los titulos de anticuerpos séricos (Badillo et al., 2008). La planta
también produce efectos anticolinérgicos (Oranday et al., 2008).

La capacidad antioxidante de los vegetales se debe a las vitaminas,
carotenoides, esteroles y principalmente polifenoles. Estos tienen la capacidad de
reducir la formacién de radicales libres ya sea por la quelacion de elementos
trazas o removiendo los radicales libres y protegiendo las defensas antioxidantes.
Los compuestos antioxidantes pueden ser usados en la preservacion de

alimentos, con propdsitos medicinales y cosméticos (Madurga, 2002).

En un estudio in vitro realizado por Aquino y colaboradores (2002), se

demostré el efecto antioxidante de un extracto metandlico y n-butanol (n-BuOH) de
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las hojas de Tagetes lucida empleando la prueba de DPPH (radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil). El andlisis del extracto de n-BuOH dio como resultado el aislamiento
de un nuevo glicésido de flavonol, la quercetagenina 3,4 -dimetiléter 7-O-B-D-
glucopiranosida, dos nuevos acidos fendlicos, el acido propanoico 3-(2-O-B-D-
glucopiranosil-4-metoxifenil) y el metilester del mismo. De los constituyentes
responsables de la actividad antioxidante se identificaron quercetagenina 3,4 -
dimetil éter 7-O-B-D-glucopiranésido, quercetagenina 7-O-B-D-glucopiranésido,
quercetagenina 3-metil éter 7-O-B-D-glucopiranésido, 6-hidroxicanferol-7-O-p-D-
glucopiranésido, quercetagenina 3,3"-dimetiléter. acido caféico, 6-O-cafeoil-B-D-
glucopiranésido, é&cido benzoico 4-(B-D-glucopiranosiloxi) y &cido galico en
pequefias cantidades. La fraccibn menos activa permitié el aislamiento de dos
nuevos glucosidos fenilpropanoides: el &cido propandico 3-(2-O-B-D-
glucopiranosil-4-metoxifenil) 'y metil  3-(2-O-B-D-glucopiranosil-4-metoxifenil)

propanoato, ademas de la 7-metoxicoumarina (herniarina).

2.2 ACEITES ESENCIALES

2.2.1 Definicién

Los aceites esenciales se clasifican como metabolitos secundarios de las
plantas (Linskens y Jackson, 1991) vy se definen como mezclas complejas de
compuestos volatiles, de caracteristicas lipofilicas, que se obtienen a partir de
diferentes partes de las plantas a través de métodos fisicos. Los aceites
esenciales poseen una guimica compleja, aunque generalmente consisten en una
mezcla de una grupo heterogéneo de sustancias organicas: hidrocarburos tales
como los terpenos, especificamente monoterpenos (CioHie), Sesquiterpenos
(CisH24), diterpenos (CyoHsz) (Bertucco y Vertter, 2001), hidrocarburos alifaticos
(lineales, ramificados, saturados y no saturados) de bajo peso molecular (Dorman
y Deans, 2000) e hidrocarburos oxigenados como alcoholes, ésteres, aldehidos,
cetonas y éteres (Bertucco y Vertter, 2001). Estos se encuentran ampliamente

distribuidos en la naturaleza y contribuyen al olor y sabor caracteristico de las
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plantas. El mecanismo de accion de estos compuestos en contra de las bacterias
no esta completamente elucidado, pero se especula que involucra una

perturbacion en la membrana (Mendoza et al., 1997).

Los aceites esenciales son liquidos menos densos que el agua, pero mas
viscosos que ella y poseen un color en la gama del amarillo, hasta ser
transparentes en algunos casos. Son solubles en disolventes organicos y sufren
degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de acidos y

alcalis fuertes, generando oligdmeros de naturaleza indeterminada (Cerpa, 2007).
2.2.2 Composicion quimica

La mayoria de los componentes, que hacen parte de los AE, pertenece a
una familia de sustancias quimicas llamada “terpenos” o “terpenoides”, por
ejemplo: limoneno, carvona, a-humuleno, etc., cuya caracteristica estructural, que
los distingue de otros productos naturales, es la unidad isopreno Cs en el
esqueleto hidrocarbonado (Figura 4). Esta observacion fue hecha por el quimico
aleman Otto Wallach en 1887 y se conoce como regla de isopreno (Carey, 1999;
Sell, 2003).

Figura 4. Unidad isopreno Cs (Carey, 1999)

Otra clase de sustancias quimicas presentes en los AE son los
fenilpropanoides y sus analogos sustituidos, por ejemplo el anetol, metil-eugenol,
safrol, etc., los cuales se caracterizan por poseer en su estructura un grupo

propilénico enlazado a un anillo de benceno (Figura 5).
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Figura 5. Algunos ejemplos de terpenos de cadena abierta y ciclicos

funcionalmente sustituidos (Sell, 2003)
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2.2.3 Aplicaciones

Los aceites esenciales tienen un rango de aplicaciones muy amplio. Estos
se usan en las industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética y quimica, siendo
incorporados en productos de consumo, por ejemplo: jarabes, bebidas no
alcoholicas, aderezos, mermeladas etc., o de uso externo, como cremas,
perfumes, jabones, geles; como saborizantes, aromatizantes y enmascarante de
olores (CBI, 2004; CBI, 2005)

Las aplicaciones industriales y terapéuticas de los AE dependen
principalmente de su composicion quimica, calidad, propiedades fisicoquimicas,
actividad biologica y propiedades organolépticas, asi como del grado de
refinamiento de la esencia. Por tal motivo, resulta de vital importancia realizar
controles de calidad a los AE y estudiar su composicién en funcion de condiciones

geobotanicas de su cultivo (CBI, 2004).
2.2.4. Propiedades bioldgicas de los aceites esenciales

Desde la antigliedad, las especies aromaticas y sus AE se han empleado
en preparaciones culinarias no sélo como agentes saborizantes y aromatizantes,

sino también como conservantes naturales (Kalemba y Kunicka, 2003; Burt, 2004).

Como conservantes en alimentos y otros productos, los AE pueden detener,
prevenir o inhibir el deterioro oxidativo y los dafios causados por bacterias, hongos

u otros microorganismos (Kalemba y Kunicka, 2003; Antolovich et al., 2002).

De esta manera, y debido a la creciente presion de los consumidores,
actualmente, las industrias de alimentos y cosmeéticos han disminuido el uso de
conservantes sintéticos en sus productos, reemplazandolos por sustancias de

origen natural (Pokorny et al., 2001).

Por tal motivo, el conocimiento de las actividades antimicrobianas,
antioxidantes y citotoxicas son importantes para la aplicacion de los AE en las
diferentes industrias.
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2.3 ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES

2.3.1 Enfermedades infecciosas gastrointestinales de origen bacteriano en

México y el mundo.

Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de
consulta médica y también una de las primeras causas de muerte en México y en
el mundo. Por ello, se las considera un problema de salud publica en el nivel
mundial, que afecta a personas de cualquier edad y condicién social, aunque los
grupos mas vulnerables son los nifios y los ancianos (Leén, 2002).

En México las infecciones de origen bacteriano se encuentran dentro de las
diez primeras causas de muerte dentro de la poblacién indigena, y corresponden a
un total de 1.11% del total de las causas de muerte. Se transmiten, ya sea por via
fecal-oral, o bien por el consumo de agua y alimentos contaminados. Afectan
principalmente a la poblacion infantil, y tanto su incidencia como su prevalencia
dependen del nivel socioeconémico de los pacientes. Dentro de los organismos
mAas comunes que causan las infecciones gastrointestinales de encuentran:
Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio cholerae, Bacillus sp. y
Yersinia enterocolitica. Los signos mas caracteristicos son diarrea, vomitos,

fiebres, nduseas, deshidratacién, sangrados con pus y enterocolitis (Mims, 1993).

Existen otros géneros involucrados en estas enfermedades, como
Aeromonas sp., que en otros paises se ha documentado como agente etioldgico
de enfermedades gastrointestinales y marcador de contaminacion fecal en el agua
(Mims, 1993).

2.3.2 Generalidades de las enfermedades gastrointestinales causadas por

bacterias.

Mundialmente, las infecciones gastrointestinales son una de las causas mas
importantes de morbimortalidad entre los lactantes y nifios. Se ha estimado que en

Asia, Africa y Latinoamérica la probabilidad de que un nifio muera antes de los 5
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afios puede llegar a 50%, aunque esto depende de factores socioeconomicos y

nutricionales (Ledn, 2002).

Las enfermedades gastrointestinales infecciosas son causadas por
bacterias (principalmente Escherichia coli, Salmonella sp. y Shigella sp.), parasitos
(Giardia lamblia y amibas), y virus (Rotavirus y virus Norwalk) al consumir

alimentos y agua contaminados con materia fecal (Vila et al., 2009).

Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las

enfermedades infecciosas mas frecuentes (Vila et al., 2009).

Los cuadros gastrointestinales pueden presentarse en cualquier época del
ano, pero el riesgo de sufrir estas enfermedades se incrementa en la temporada
de calor (Hernandez, 2011)

La gastroenteritis es uno de los principales motivos de demanda de
atencién médica en los centros de salud. A pesar de que su mayor incidencia se
presenta en personas de 20 a 40 afios, los nifios y los ancianos son los que
suelen sufrir sus efectos fulminantes, debido a la excesiva pérdida de electrolitos
que aflige al cuerpo durante la enfermedad y que puede causar una

deshidratacion grave (Hernandez, 2011).

De acuerdo con estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), las infecciones, como gastroenteritis, salmonelosis, tifoidea, coélera y

rotavirosis representan un severo problema de salud publica para nuestro pais.
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La participacion de los distintos microorganismos en las enfermedades

gastrointestinales difiere de unas areas geograficas a otras y del grupo de

poblacion estudiado, como puede observarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Etiologias de las gastroenteritis en diversos grupos de poblacion
(Hernandez, 2011).

Nifios (0-5 afios) | Nifios (0-5 afios) Diarrea
Microorganismo paises paises en vias Adultos del
desarrollados de desarrollo viajero
BACTERIAS
Escherichia coli | No determinado 37% Nc.) 42%
determinado
Shigella spp. Menor a 1% 10% Menor a 1% 10%
Salmonella spp. 25% 1.5% 60% 3%
Campylobacter 40% 3% 504 204
spp.
Yersinia 0 0 0 0
enterocolitica 2% Menor a 1% 2% 2%
Aeromonas spp. 7% 1% 6% 2%
VIRUS
. No
Rotavirus 44% 24% X 1%
determinado
PARASITOS
N . No
Giardia lambia 35% 10% : 10%
determinado
Entamo@aba Menor a 1% 3% 5% 7%
histolytica

A continuacion se muestra una grafica de acuerdo con la clasificacion de las

enfermedades infecciosas del aparato gastrointestinal y teniendo presentes los

datos reportados, de 2000 a 2008, en el boletin epidemioldgico de México.
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La grafica también toma en cuenta la edad de las personas objeto del
estudio, sumando el numero total de casos de todos los padecimientos de cada
afio (Figura 6) (Edris, 2007).

MNumero de casos
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10000000 o
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6000000

4000000 4
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ol L. M

T T T T T T T T T
<1 1a4 5a® 10al14 15a19 20a24 25a44 45a48 50ab8 60aB4 >B5

Grupo de edad (anos)

Figura 6. Numero de casos de enfermedades del tracto gastrointestinal
por grupo de edad. En la grafica se muestran los datos recopilados
desde 2000 hasta 2008. Se observa que los grupos de edad mas
afectados son los nifios menores de cinco afios y los adultos de entre 25-
44 afos.

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
gue deben observarse al colectar la planta. Algunas de las familias botanicas mas
frecuentemente utilizadas para estos padecimientos son: Asteraceae, Lauraceae,
Cistaceae, Simaroubaceae, Chenopodiaceae, Urticaceae, Mytaceae,
Brassicaceae, Plantaginaceae, Verbenaceae, Rosaceae, Urticaceae y Lamiaceae,
por mencionar algunas. Una de las familias botanicas mas importantes es la
Astraceae, debido a su contribucion con un gran numero de plantas para la
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farmacopea mexicana. Las razones de su importancia incluyen el gran nimero de
especies distribuidas enMéxico 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 (Cliver, 1993).

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 absorcion
intestinal de toxinas que ya estaban presentes en los alimentos antes de su
ingestion (intoxicaciones). En la Tabla 5 se resumen algunas enfermedades
comunes transmitidas por los alimentos causados por bacterias (Margl et al.,
2002).

Tabla 5. Enfermedades comunes transmitidas a través de los alimentos, causadas
por bacterias (Cliver, 1993).

Enferm Peri . :
ermedad € odo.de Sintomas Alimentos Modo de
(agente Latencia o - . .
g Principales Tipicos Contaminacion
causante) (Duracion)
In_toxmaqon Diarrea, Productos
alimentaria, L L .
: 8-16 hrs. célicos, carnicos, De la tierra o
diarrea. -
(Bacillus (12-24 hrs.) vomitos sopas, salsas, del polvo
ocasionales vegetales
cereus)
Intoxicacion .
alimentaria Nauseas,
L ’ 1-5 hrs. vomitos, a Arroz y pasta De la tierra o
vomito. . 4
. (6-24 hrs.) veces diarrea cocidos del polvo
(Bacillus .
y colicos
cereus)
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Tabla 5. Enfermedades comunes transmitidas a través de los alimentos, causadas

por bacterias (Cliver, 1993) (continuacion).

Enfermedad

Periodo de

. Sintomas Alimentos Modo de
(agente Latencia o . ) -
2 Principales Tipicos Contaminacion
causante) (Duracion)
Tipos Ay B:
Fatiga, vegetale's;
o frutas;
. ) debilidad,
Botulismo; . productos , i
. SR vision doble, Lo Tipos Ay B: de
intoxicacion carnicos, :
. . . habla . la tierra o del
alimentaria (toxina | 12-36 hrs. arrastrada avicolay de olvo: Tino E:
de Clostridium (meses) . R pescado; P » 1PO £
. L insuficiencia . del aguay
botulinum labil al . . condimento .
respiratoria, a e ) sedimentos
calor) s; Tipo E:
veces la
pescado y
muerte
productos
de pescado
Estrefiimiento, Esporas
Botulismo; debilidad, ingeridas de la
intoxicacion No insuficiencia Miel, de la | tierra, del polvo,
alimentaria, conocida | respiratoria, a tierra o de la miel;
infeccion infantil veces la coloniza el
muerte intestino
Diarrea,
Campilobacteriosis 3-5 dias abc?lgeroiLeajes ggn;?ingr? Pollo, leche
(Campylobacter . X ’ rg cruda (no
A (2-10 dias) fiebre, animal, :
jejuni) . . pasteurizada)
nauseas, infectados
vomitos
Heces liquidas
profusas; a Mariscos
Célera (Vibrio 2-3 dias de veces vomltgs, crudos o Heces humanas
horas a deshidratacion en el entorno
cholera) ) e mal .
dias ; SI No se trata : marino
cocinados
puede ser
mortal
(Clostridium Diarrea, :
i o Polloy De la tierra ,
perfringens) 8-22 hrs. colicos, rara .
' LI . carne de alimentos
intoxicacion (12-24 hrs.) | vez nduseas y .
: : L res cocidos crudos
alimentaria vOmitos
(Esir?fheecrtl:icgrlgcso“) Diarrea Came de
. 12-60 hrs. - res cruda o Ganado
enterohemorragicas (2-9 dias) liquida, mal cocida infectado
transmitidas por sanguinolenta ’
leche cruda

los alimentos
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Tabla 5. Enfermedades comunes transmitidas a través de los alimentos, causadas

por bacterias (Cliver, 1993) (continuacion).

Enfermedad Perlodo.de Sintomas Alimentos Modo de
(agente Latencia o . : -
. Principales Tipicos Contaminacion
causante) (Duracion)
, Por lo - Contaminacién
Infecciones Colicos, .

; menos 18 : : Alimentos fecal humana,
enteroinvasoras diarrea, fiebre, :
(Escherichia coli) hrs. disenteria crudos directa o a

(incierta) través del agua
entlenrfoetgiliog?]iscas Diarrea liquida Contaminacién
transmiti dgas or 10-72 hrs. profusa; a Alimentos fecal humana,
los aIimentops (3-5 dias) | veces cdlicos, crudos directao a
(Escherichia coli) vomitos través del agua

Menlngc_)-. De la tierra o de
L encefalitis; Leche, :
Listeriosis mortinatos- LSO animales
(Listeria 3-70dias | o e infectados,
monocytogenes) pticer 9 directamente o
meningitis en crudos -
por estiércol
neonatos
Diarrea,
Huevos
dolores d | i q
. abdominales Crucos, ma A_|mento_s €
Salmonelosis 5-79 hrs escalofrios " | cocinados: origen animal,
(Salmonella spp) ' fiebre ’ leche, carne infectados;
) y pollos heces humanas
vomitos, crudos
deshidratacion
Diarrea, L
_ _ fiebre _ Contaminacion
Shigelosis 12-96 hrs. néuseas: a Alimentos fecal humana,
(Shigella spp) (4-7 dias) L crudos directa 0 a
veces vomitos .
. través del agua
y colicos
Jamon,
Intoxicacion productos Operarios con
alimentaria por carnicos y resfrios, dolor
estafilococgs Nauseas, avicola, de garganta o
(enterotoxina de 1-6 hrs. vomitos, pasteleria cortadas que
Staphvlococeus (6-24 hrs.) diarrea'y rellena de estan
aureFl)szestabIe al célicos crema, infectadas,
calor) mantequilla | rebanadoras de
batida, carne
gueso
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Tabla 5. Enfermedades comunes transmitidas a través de los alimentos, causadas
por bacterias (Cliver, 1993) (continuacion).

Periodo
Enfermedad de Sintomas Alimentos Modo de
(agente causante) Latencia | Principales Tipicos Contaminacién
(Duracién)
Infeccion por Diversos, Operarios con
estreptococos incluso dolor de
o . Leche cruda,
transmitidos por los 1-3 dias dolor de hUEVOS garganta y otro
alimentos (varia) garganta, |. . " tipo de
Y endiablados” | . .
(Streptococcus erisipela, infecciones por
pyogenes) escarlatina estreptococos
Diarrea,
Infeccion por Vibrio COJ':SSS’ a
parahemolyticus 12-24 hrs. . Pescado y Entorno marino
" . nauseas, :
transmitidos por los | (4-7 dias) . mariscos de la costa
: vomitos,
alimentos -
fiebre, dolor
de cabeza
En
Infeccion por Vibrio personas Escalofr_lp S| Ostiones y :
i - que tienen | postracion, . Entorno marino
vulnificus transmitida . almejas
. alto hierro | a menudo de la costa
por los alimentos L crudas
sérico: 1 la muerte
dia
Diarrea, Carne de res
dolores y puerco Animales
Yersiniosis (Yersinia 3-7 dias |m|taan cruo_la o mal mfec_tados,
. (2-3 apendicitis, | cocida, tofu especialmente
enterocolitica) i _
semanas) fiebre, empacado en | cerdos; aguas
vomitos, agua de contaminadas
etc. manantial
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3. JUSTIFICACION

El empleo de las plantas medicinales en nuestro pais se registra desde la
época prehispanica, algunos de los trabajos mas importantes que describen la
enorme riqueza herbolaria en nuestros pais datan del siglo XVI, durante ese siglo
tiene lugar el primer intento para conocer las propiedades de los recursos
naturales encontrados en el nuevo continente. Se pueden mencionar obras como
la de Fray Bernardino de Sahagun, el codice Badiano y la de Francisco

Hernandez.

En las dltimas décadas del siglo XVIII aparecen las obras de José Mariano
Mocifio, Luis Montafia y Martin Sessé. Al finalizar el siglo XIX hay una gran
produccion bibliogréfica sobre el uso de las plantas medicinales, instituciones de
gran prestigio como el Instituto Médico Nacional se dedican entonces al estudio de
la herbolaria.

En la ultima década del siglo pasado y en este siglo que comienza se ha
vuelto a considerar el potencial de la medicina herbolaria, como una esperanza
tanto para los paises desarrollados en la busqueda de nuevos medicamentos
como en los paises donde todavia impera la pobreza y la dependencia
tecnoldgica, la herbolaria se ha considerado como una medicina alternativa ante el

alto costo de las terapias innovadoras de los paises ricos.

Es decir, que a pesar de los avances tan grandes de la industria
farmacéutica, las plantas medicinales siguen siendo un recurso fundamental para

obtener nuevos farmacos tal y como sucedi6 en el pasado.

Debido a la tendencia econdmica que impera en el ambito mundial para
algunos pueblos no existe otra alternativa que producir sus propios medicamentos,
resolviendo asi sus necesidades de salud y terapéutica, en los mercados de la
ciudad de México se comercializa un gran namero de plantas con propiedades
medicinales, algunas personas acuden a estos mercados para encontrar un

remedio mas barato y de facil administracion para la cura de sus males y otras
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buscan un remedio para enfermedades de las que no han podido restablecerse o

que son hasta el momento incurables con los recursos de la ciencia médica actual.

En este marco de referencia, nuestro proyecto se enfocé en determinar la
composicion quimica del material vegetal, el aceite esencial y la actividad
antimicrobiana del extracto metandlico preparado a partir de las partes aéreas de

un pericén recolectado en el pueblo de San Jer6nimo Aculco, Estado de México.

Estos hallazgos, constituyen un punto de partida valioso para el
descubrimiento de compuestos con actividad antimicrobiana, especialmente con
actividad contra bacterias patdgenas, de esta manera previniendo, curando y

aliviando enfermedades gastrointestinales y de la cavidad oral.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general del presente proyecto de investigacion consiste en
obtener, caracterizar y evaluar la actividad antibacteriana de algunos compuestos
presentes en el aceite esencial y en la infusion de la planta Tagetes lucida Cav.

sobre un panel de bacterias patégenas.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Preparar el aceite esencial a partir de las plantas frescas de Tagetes
lucida, mediante un proceso de hidrodestilacion.

e Separar y caracterizar los compuestos presentes en el aceite esencial
de las hojas mediante la técnica CG-EM-TV y el analisis de los indices
de retencion (indices de Kovats).

e Extraer, separar y caracterizar los compuestos volatiles presentes en las
hojas de Tagetes lucida Cav. Mediante la técnica EC-MEFS-CG-EM-TV
y el analisis de los indices de retencion (indices de Kovats).

e Llevar a cabo la elaboracién de la infusién de la panta Tagetes lucida Cav.
recolectada en San Jeronimo Aculco, Estado de México

e Evaluar la actividad antimicrobiana de la infusién sobre en un panel de

bacterias patégenas.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAL VEGETAL.

La muestra de pericon se recolectd del pueblo ubicado en San Jerénimo
Aculco, Estado de México. La colecta fue realizada por Everardo Cruz Navarrete
el dia 1 de Agosto de 2012. Una muestra de referencia de este material vegetal se
guarda en el laboratorio 111 del conjunto E de la Facultad de Quimica de la
UNAM, Ciudad Universitaria.

5.2 ESTUDIO FITOQUIMICO DE PERICON.

5.2.1 Obtencidn del aceite esencial de Pericon

La preparacion de las esencias se realiz6 mediante hidrodestilacion (5 L), por un
periodo de seis horas, a partir del Kg de las partes aéreas de la planta. Se obtuvo
el aceite esencial y posteriormente se procedio a su andlisis mediante un sistema
acoplado de cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM)

(Espectrometria de Masas — Cromatografia de Gases).

5.2.2 Cromatografia de gases-Espectrometria de masas

Se empled el espectrometro de masas con analizador masico de tiempo de
vuelo (TOF), marca LECO, modelo Pegasus 4D (Leco Corp. St. Joseph, MI),
acoplado a un cromatografo de gases Agilent, modelo 6890N  (Agilent
Technology, Palo Alto, California, USA) equipado con una columna capilar DB-5
(5% difenil-95% dimetilpolisiloxano) con dimensiones de 10 m x 0.18 mm X
0.18um (Bellefonte, Pennsylvania, USA). Se emple6 como gas acarreador Helio
con un flujo constante de 1 mL/min (Praxair 5.0). La temperatura del horno se
programo6 a 40°C (durante 1 minuto) y se incrementé la temperatura a 20°C/min
hasta los 300°C durante 5 minutos. Las inyecciones fueron realizadas mediante el

modo de inyeccion “split” (division de flujo) 1:20.
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En el espectrdmetro de masas se utilizé ionizacion electronica a 70 eV y el rango
de escaneo de masas fue de 40-400 m/z. el inyector y la linea de transferencia de

espectrometria de masas se fijaron a 300°C y 250°C respectivamente (Tabla 7).

En la Tabla 6 se enlistan las condiciones de la cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas utilizadas para el andlisis del aceite esencial.

Tabla 6. Condiciones de analisis optimizadas.

Técnica de preparacion de | Microextraccion en fase sdlida en la fase gaseosa
la muestra (EC-MEFS)

2cm 50/30pum DVB/CAR/PDMS

Microfibra utilizada Marca Supelco Lote P340030 No. Cat. 573-48-U.

Tiempo de exposicion de

la fibra 90 minutos

Temperatura de la muestra 45-50°C (bafio de agua)

Posicién de la fibra en la

extraccion En fase gaseosa (headspace)

Tiempo de desorcidn en el

. 3 minutos
Inyector
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Tabla 7. Condiciones optimizadas para el analisis de las muestras.

Marca y modelo del equipo

LECO Pegasus 4D

Técnica analitica

CG-EM-TV

Temperatura del inyector

300°C

Cromatografo de gases

Marca: Agilent, Modelo: 6890N

Columna capilar

DB-510 m x 0.18mm di x 0,18um

Temperatura programa del
horno

Temperatura inicial: 40°C (1 minuto).Velocidad:
20°C/minuto. Temperatura final: 300°C (5 minutos)

Tipo de inyeccién

Split (con division de flujo) 1:20

Gas acarreador

Helio, Praxair, grado 5.0 (Ultra Alta Pureza)

Flujo del gas acarreador

1 mL/minuto

Temperatura de la linea de
transferencia

250°C

Tipo de ionizacion

lonizacion electrénica (IE)

Analizador masico

Tiempo de vuelo (TV)

Adquisicién espectral

20 espectros/segundo

Retraso/encendido del

. 0 minutos
filamento
Intervalo masas 40-400 u
Temperatura de la camara 200°C

de ionizacién

Compuesto de calibracion

Perfluoroterbutilamina (PFTBA)

36




5.2.3 Andlisis por HS-SPME-GC-MS-TOF de las partes aéreas de pericon

Para realizar la microextraccion se empleé la fibra de divinilbencen-
carboxen-polidimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS 2 cm 50/30um); la cual fue
activada siguiendo las instrucciones del fabricante (Supelco). Previo a cada
proceso de microextraccion se realizé una corrida blanco. Posteriormente, para
realizar cada microextraccion se emplearon aproximadamente 5 g de la muestra
de pericon, 5 mL de agua y 20 mg de NacCl, los cuales fueron colocados en un vial
de 40 mL con septum de politetrafluoroetieno (PTFE). EI vial cerrado
herméticamente fue sometido a agitacion, a una temperatura de entre 45-50°C vy la
fibra elegida se expuso en el espacio de la cabeza del vial para la adsorcion de los
analitos durante 90 minutos (Figura 7). Después de ello, se retir6 la fibra del vial
para introducirla dentro del inyector del cromatografo por 3 minutos para su

desorcion y analisis. Este proceso se realizé por triplicado.

Figura 7. Microextraccion en fase solida por el método de headspace
(izquierda: hojas del pericon, derecha: flores del pericén)
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5.2.4 ldentificacion de los compuestos presentes en el aceite esencial y los
volétiles separados utilizando la microextraccion en fase sélida.

La identificacién de los compuestos volatiles se realizaron por medio de la
comparacion de sus espectros de masas con los de la bibliotecas electronicas y
en la literatura como Wiley y NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia),
asi como en la comparacién de sus indices de retencién con los valores de la
literatura y las co-inyecciones de 3-careno y metileugenol que se adquirieron de
Sigma Aldrich.

Por ultimo, para corroborar la identidad de los compuestos se utilizé la
metodologia de Kovats, en la cual se calculan los indices de retencion de los
compuestos por inyeccion, de una solucion que contiene una serie homologa de n-
alcanos (Cg-C,4) 0 hidrocarburos lineales (SIGMA-ALDRICH) como estandares, a
las mismas condiciones a las cuales fueron analizadas las muestras de aceite
esencial y los compuestos volatiles obtenidos en la microextraccion en fase sélida.
Finalmente, se compararon los indices de retencion obtenidos experimentalmente,

con los de la biblioteca electrénica NIST, version 2.0.

5.2.5 Preparacién de la infusién de las partes aéreas de pericon.
Se coloco un kilogramo de las partes aéreas de la planta en cinco litros de
agua a ebullicion por un periodo de 20 minutos. La infusion obtenida se filtré y se

separd el material vegetal del extracto acuoso.

5.2.6 Obtencién del extracto total del pericén

El extracto acuoso se mezclé con la resina de Amberlita (XAD-16, 50 g por
litro de infusion). La mezcla de la infusion y la resina se agitaron durante 5 horas a
200 rpm vy transcurrido el tiempo se procedié a separarlas mediante filtracion al

vacio. La fase acuosa se descarto.
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5.3 ENSAYO BIOLOGICO

5.3.1 Microorganismos de prueba

Los microorganismos de prueba utilizados para determinar la actividad
antibacteriana de la infusion y el aceite esencial de las partes aéreas de Tagetes
lucida, fueron Bacillus subtilis [ATCC6633], Staphylococcus aureus [ATCC25923],
Escherichia coli [ATCC10536], Salmonella enterica Typhi [ATCC9992],
Pseudomonas aeuruginosa [ATCC27853], Streptococcus mutans [ATCC700611],
Streptecoccus oralis y Streptococcus sanguinis.

Para el crecimiento 6ptimo de las bacterias, se utilizaron los medios de agar
nutritivo y los caldos de infusion de cerebro-corazon (BHI) y Mueller—Hinton
adicionado con 59.5 mg/L de CaCl, y 66.0 mg/L de MgCl..

5.3.2 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La actividad de la infusion derivada de las partes aéreas de T. lucida sobre
la bateria de bacterias de prueba se determind utilizando el método de
microdilucién en placa de 96 pozos.

Las bacterias Bacillus subtilis [ATCC6633], Staphylococcus aureus
[ATCC25923], Escherichia coli [ATCC10536], Salmonella typhi [ATCC9992],
Pseudomonas aeuruginosa [ATCC27853] se cultivaron en agar nutritivo durante
12 horas. Posteriormente, cada uno de los cultivos se resuspendié en solucion
salina (0.9%) y se ajust6 el inoculo a una concentracién de 1 x 10° UFC/mL por
comparacion con el estdndar de McFarland de 0.5. Los extractos se disolvieron en
DMSO al 5% (concentracién final) y como control positivo se utilizo ampicilina.
Para la realizacion del bioensayo en cada pozo se coloco el medio de cultivo (100
uL), y en el primer canal se adiciond el compuesto de prueba (100 pL), del cual se
realizaron diluciones seriadas.

En el caso particular de las especies de Streptococcus se utilizaron las
cepas de la bacteria conservadas en glicerol a -64°C. Cada una de estas bacterias

se incubaron por 24 h, en caldo BHI, para reactivar las cepas, después se
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resembraron en caldo BHI, y se crecieron por 4 horas, posteriormente la
suspension de células se ajusté a una concentracién de 1 x 10° UFC/mL. Después
se agregd medio de cultivo con 1% de sacarosa (80 uL). Para la realizacion del
bioensayo en cada pozo se colocé el medio de cultivo, y en el primer canal se
adicion6 el compuesto de prueba a partir del cual se realizaron diluciones
seriadas. Por ultimo se adicionaron 20uL de una suspension de microorganismo
de prueba con una concentracién de 1 x 10° UFC/mL en cada pozo. Las CMls se
determinaron por duplicado. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C
en una incubadora Symphony VWR. En la Tabla 8 se muestran los controles

utilizados para el ensayo bioldgico.

Tabla 8. Controles para el ensayo biolégico.

Control MEd'Q de Compuesto de prueba Condiciones
cultivo
Qontrol de* Con inoculo - 37°C
disolvente
Control negativo | Con inoculo - 37°C
Blanco Sin inéculo - 37°C

. . Gluconato de clorhexidina o
Control positivo | Con in6culo (CHX) al 0.12% 37°C

Control positivo | Con in6culo Ampicilina 37°C

* El disolvente utilizado fue H,O:DMSO (95:5)

Las bacterias se incubaron en condiciones aerobias, el crecimiento se
estimo espectroscopicamente (Asso NM) después de 24 y 48 horas utilizando un
lector de placas. El valor de CMI se determiné como la concentracion minima de

compuesto de prueba que limita la absorbancia de cada pozo a 0.05 unidades.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La seleccion de la especie Tagetes lucida Cav. se realizé considerando su
amplio uso en la medicina tradicional y los resultados obtenidos en el ensayo de
actividad antibacteriana realizado a la infusidn acuosa de las partes aéreas del

pericon.

Posteriormente, se prepard el aceite esencial de las partes aéreas de la
planta utilizando la técnica de hidrodestilacion. El aceite obtenido se analizo
mediante la técnica de CG-EM-TV. Por ultimo, con la finalidad de completar la
caracterizacion de los componentes volatiles de las partes aéreas del pericon se
decidié utilizar la técnica acoplada de EC-MEFS-CG-EM-TV. La identificacion de
los compuestos separados mediante CG se realiz6 mediante la comparacion de
los indices de retencion (Indices de Kovats) experimentales con aquellos

recopilados en la biblioteca electrénica (NIST, version 2.0).
6.1 Estudio quimico del aceite esencial de las partes aéreas de T. lucida Cav.
6.1.1 Separacién e identificaciéon por CG-EM de los compuestos presentes en

el aceite esencial de las partes aéreas de Tagetes lucida Cav.

La separacion de los compuestos volatiles se realiz6 mediante cromatografia
de gases-espectrometria de masas (CG-EM-TV), técnica mediante la cual se
identificaron 43 compuestos presentes en el aceite esencial de las partes aéreas

de la planta Tagetes lucida Cav. (Tabla 9).
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Tabla 9. Compuestos volatiles identificados en el aceite esencial de las partes
aéreas (hojas, tallos y flores) de Tagetes lucida Cav. mediante CG-EM-TV y el

andlisis de los indices de retencion (indices de Kovats).

dn a4
Pico Nombre Area% | *TR(s) | °IKt | ‘IKe Peso '\Iﬂde;gso Férmula
1 a-Mirceno 1.2022 | 292.596 | 991 | 998 136 IK/EM CioH1s
2 3,4-dimetil-1,5- 0.0069 | 318.346 | 1041 | 1044 | 136 IK/EM CioH1s
ciclooctadieno
3 B-ocimeno 0.2286 | 323.246 | 1050 | 1053 | 136 IK/EM CioHie
4 y-terpineno 12.4270 | 331.196 | 1062 | 1068 | 136 IK/EM CioHis
5 o6xido de trans-linalool 0.0004 | 346.396 | 1097 | 1096 170 IKIEM CioH150,
g | trans-5-metil-2-(I-metiletl)- | o910 | 555 596 | 1125 | 1125 | 154 IKIEM | CyHiO
ciclohexanona
7 (Z)'3’7'd'me{'_';)2|’6'°Ctad'e”' 0.0965 | 412.796 | 1228 | 1223 | 154 | IK/EM | CyHyO
8 3-fenilpropanol 0.0007 | 424546 | 1252 | 1250 | 136 IK/EM CoH1,0
9 Geranil fenil éter 0.0317 | 426.846 - 1255 180 EM C1oH00
10 (E)-3,7-dimetil-1,3,6- 0.0365 | 432.996 | 1270 | 1270 | 136 IK/EM CioH1s
octatrieno
11 | (B3 7-dmetiaboctaden | o 4677 | 436.246 | 1277 | 1277 | 154 | IKEM | CioHssO
12 teaspirano A 0.1164 | 448.796 | 1305 | 1306 | 194 IKIEM | CygHynO
6-isopropiliden-1-metil- )
13 biciclo3.1.0hexano 0.1782 | 461.746 1336 | 136 EM CioHis
2,6,6,9-tetrametil-
14 triciclo[5.4.0.0(2,8)Jundec-9- | 0.7482 | 466.246 | 1347 | 1347 204 IKIEM CisHzq,
eno
15 a-copaeno 0.0389 | 484.546 | 1380 | 1389 204 IKIEM CisHos

*TR(s): Tiempo de retencion. "IKtindice de retencion tedrico.IKe: Indice de
retencién experimental redondeado. “Método de Identificacién: IK= indice de

Kovats y EM= Espectrometria de masas.
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Tabla 9. Compuestos volatiles identificados en el aceite esencial de las partes
aéreas (hojas, tallos y flores) de Tagetes lucida Cav. mediante GC-MS-TOF vy el
analisis de los indices de retencion (Indices de Kovats) (continuacion).

dMétodo

Pico Nombre Area% | °TR(s) | °IKt | ‘IKe Peso Ident Férmula
16 B-elemeno 7.2495 | 488.046 | 1397 | 1397 204 IKIEM CisHo4
17 (EE)-2,6-dimeti-2,4,6- | 15 1530 | 488.806 | 1392 | 1399 | 136 | IK/EM CuoHie

octatrieno

18 1-Tetradeceno 20.2860 | 489.346 | 1410 | 1412 196 IKIEM Ci4Hos
19 Geranilacetato 26.1029 | 489.596 | 1391 | 1401 196 IKIEM C1oH200,
20 (-)-B-bourboneno 0.1056 491.046 | 1407 | 1405 204 IKIEM CisHos
p1 | Cis-4-isopropenil-1-metil-7- |, 154 | 499 006 | 1430 | 1426 | 152 IKIEM | CioHiO

oxabiciclo[4.1.0]heptano ' ' 101716
22 Butirato de linalilo 4.6461 503.146 | 1437 | 1437 224 IKIEM C1aH240,
23 B -cariofileno 4.6155 503.396 | 1431 | 1438 204 IKIEM CisHas
24 B-Selineno 0.3296 506.646 | 1436 | 1446 204 IKIEM CisHos
25 (E)-B-farneseno 0.0526 512.146 | 1460 | 1461 204 IKIEM CisHos

[S-(E,E)]-1-metil-5-metilen-8-
26 (1-metiletil)-1,6- 0.1376 514.846 | 1470 | 1468 204 IKIEM CisHos
ciclodecadieno
7,11-dimetil-3-metilen-
27 1.6.10-dodecatrieno 0.2596 515.096 | 1462 | 1469 204 IKIEM CisHos
28 1,3,7-octatrieno, 3,7-dimetil- 0.5759 | 516.596 - 1473 136 EM CioH1s
IKIEM

29 a-farneseno 0.0270 | 519.196 | 1496 | 1480 204 CisHoa
30 Germacreno D 2.2249 523.796 | 1496 | 1496 204 IKIEM CisHos

3TR(s): Tiempo de retencion. °IKt: indice de retencién tedrico.’IKe: jndice de
retencién experimental redondeado. “Método de Identificacion: IK= indice de
Kovats y EM= Espectrometria de masas.
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Tabla 9. Compuestos volatiles identificados en el aceite esencial de las partes
aéreas (hojas, tallos y flores) de Tagetes lucida Cav. mediante GC-MS-TOF vy el
analisis de los indices de retencion (Indices de Kovats) (continuacion).

dn n 2
Pico Nombre Area% | °TR(s) | °IKt | ‘IKe Peso I\I/Ide;g;jo Férmula
Naftaleno, 1,2,3,5,6,8a-
31 hexahidro-4,7-dimetil-1-(1- 1.4422 531.796 | 1515 | 1514 204 IKIEM CisHos
metiletil)-, (1S-cis)-
32 B-bisaboleno 0.1201 536.546 | 1525 | 1527 204 IKIEM CisHos
Naftaleno, 1,2,3,5,6,8a-
33 hexahidro-4,7-dimetil-1-(1- 1.0224 539.896 | 1540 | 1536 204 IKIEM CisHos
metiletil)
34 Falcarinol 0.1044 541.796 - 1541 244 EM Cq17H240
35 a-calacoreno 0.0728 | 550.146 | 1550 | 1563 200 IKIEM CisHao
36 3,7,11-trimetil-1,6,10- 1.0099 | 556.796 | 1583 | 1581 | 222 | IK/EM | CusHyO
dodecatrien-3-ol
37 oxido de cariofileno 0.2663 564.846 | 1606 | 1603 220 IKIEM C5H240
38 a-cadinol 0.0020 573.996 | 1638 | 1632 222 IKIEM Ci5H60
39 Cubenol 0.1081 580.546 | 1649 | 1652 222 IKIEM Ci5H60
decahidro-1,4,8-alfa-trimetil-
40 9-metileno-1,6- 0.2089 | 586.196 | 1669 | 1670 204 IKIEM CisHos
metanonaftaleno
41 6-butil-1,4-cicloheptadieno 0.2345 586.746 | 1691 | 1672 150 IKIEM CuiHis
a2 | &2)-3711-imetil-2,6,10- | 4 y5/5 | 591896 | 1689 | 1688 | 222 | IK/EM | CisHaO
dodecatrien-1-ol
43 Cadaleno 0.1250 | 597.596 - 1706 198 EM CisHis
*TR(s): Tiempo de retencion. °IKt: indice de retencion tedrico.’IKe: Indice de
retencién experimental redondeado. “Método de Identificacién: IK= indice de

Kovats y EM= Espectrometria de masas.
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La identificacion de los constituyentes volatiles del pericén, se realizd
utilizando la cromatografia de gases (CG) acoplada a la espectrometria de masas
(CG-EM), ya que es la herramienta de separacion e identificacion de analitos mas
adecuada para analizar compuestos volatiles, y por lo tanto la mas utilizada para
el anadlisis de los aceites esenciales y compuestos volatiles de un modo confiable
(Pawliszyn, 2000; Gholivand et al., 2013; Barquero, 2006).

Para el analisis por CG-EM de los compuestos volatiles se utilizan métodos
combinados que incluyen el calculo de indices de retencion (IR), el analisis de los

espectros de masas y la inyeccion de compuestos estandares.

Para implementar la identificacion de los compuestos volatiles basada en la
metodologia de Kovats se utilizaron como estandares externos una mezcla de
hidrocarburos constituida por una serie homéloga de n-alcanos (Cg-Co4); el
proceso de elucion se realizé utilizando las mismas condiciones cromatograficas
que para las muestras. Las mezclas de parafinas son ampliamente utilizadas

debido a que son no polares y quimicamente inertes (Barquero, 2006).

La comparacion de los espectros de masas se realizo utilizando la base de
datos que se incluye en el programa del equipo (Software Chroma TOF ®). Esta
comparacion se realiza considerando el espectro obtenido y el incluido en la base
de datos NIST (Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia).

45



Asimismo, los indices de Kovats fueron calculados de manera automatica

por el software del equipo utilizando el siguiente algoritmo (Zenkevich, 2006).

[ = (tr(desconocido) - tr(n)> + 100z + 1000
tr(N) — t(n)
Donde:
| = indice de Kovats
n = numero de atomos de carbono del alcano mas corto
N = nimero de atomos de carbono en el alcano mas largo
z = diferencia del nUmero de atomos de carbono entre alcano mas corto y el mas
largo

t, = tiempo de retencion

En las Figuras 8ay 8b, se observan como ejemplo, los espectros de masas
obtenidos para el a-mirceno y el metileugenol, respectivamente, los cuales fueron
comparados con la biblioteca del instrumento y la base electrénica NIST (version
2.0), con el fin de determinar la similitud entre los espectros.
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Peak True - sample "OT8521-APERICON-ACULCO:1", peak 1, at 292.362 s
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Figura 8a. Comparacion del espectro de masas obtenido para el a-mirceno con el

de la biblioteca del equipo utilizado.
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Figura 8b. Comparacion del espectro de masas obtenido para el metileugenol con

el de la biblioteca del equipo utilizado.
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Por otra parte, se coeluyd la muestra con una serie de n-alcanos (Cg-Caz4)
para determinar los indices de retencion (indices de Kovats) de los compuestos
separados. Finalmente para corroborar la identidad de los compuestos separados
se compararon los indices de retencion (indices de Kovats) obtenidos

experimentalmente con los de la biblioteca electronica (NIST, version 2.0).

Un total de 43 constituyentes fueron separados a partir de la muestra de
aceite de pericon recolectada en Aculco, Estado de México (Figura 9). Los
compuestos mayoritarios fueron los siguientes: acetato de geranilo (26.103%),
tetradeceno (20.286%), y-terpineno (12.427%), 2,6-dimetil-2,4,6-octatrieno
(12.053%), B-elemeno (7.2495%), butirato de linalilo (4.6461%), B-cariofileno
(4.6155%), germacreno D (2.225%). En la Tabla 10 se ilustran los compuestos

mayoritarios presentes en el aceite esencial del pericén.
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Figura 9. Cromatograma de los compuestos presentes en el aceite esencial de las

partes aéreas deTagetes lucida Cav.
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Tabla 10. Estructuras de los compuestos mayoritarios encontrados en el aceite

esencial de Tagetes lucida Cav. (pericon) y su abundancia relativa.

Acetato de geranilo (26.103%)

y-terpineno (12.427%)

\

B-elemeno (7.2495%)

4

B-cariofileno (4.6155%)

1-Tetradeceno (20.286%)

) NG

2,6 dimetil 2,4,6 octatrieno (12.053%)

Butirato de linalilo (4.6461%)

>/ /

Germacreno D (2.225%)
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6.1.2 Extracciéon, separacion e identificacion de los compuestos volatiles
presentes en las partes aéreas de Tagetes lucida Cav. mediante la técnica
acoplada de EC-MEFS-CG-EM-TV

La microextraccion en fase solida (MEFS) fue desarrollada por Pawliszyn y
colaboradores en 1990. Esta técnica emplea una fibra de silica fusionada
recubierta en su exterior por diferentes fases estacionarias. En este método el
analito es directamente extraido y concentrado en el recubrimiento de la fibra. Las
mayores ventajas que posee la MEFS es el ahorro de tiempo, de disolvente y la
mejora en los limites de deteccion (Gholivand et al., 2013) sin la pérdida de
analitos que debido a la temperatura conlleva un proceso de extraccion
(destilacion, Soxhlet, etc.) (Zenkevich, 2006; King, 2003).

Los compuestos volétiles del pericdn se determinaron utilizando la técnica
acoplada de EC-MEFS-CG-EM-TV utilizando una fibra gris (DVB/CAR/PDMS).
Mediante ésta técnica se obtuvieron un total de 22 componentes presentes en la
muestra de pericon, siendo el acido pentandico (67.983%) y el B-espringeno

(17.670%) los compuestos mayoritarios.

A continuacion se muestran los indices de retencion (indices de Kovats)
experimentales comparados con los tedricos obtenidos de la biblioteca electrénica
NIST 2.0, en la Tabla 11 se resumen los compuestos separados, las abundancias
relativas y los tiempos de retencion para cada uno de los compuestos separados

en una columna DB-5. En la Figura 10 se muestra el cromatograma obtenido
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Figura 10. Cromatograma de los compuestos volatiles presentes en las partes
aéreas de la especie Tagetes lucida Cav., empleando la técnica EC-MESF-CG-
EM-TV.
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Tabla 11. Constituyentes volatiles de las partes aéreas de T. lucida Cav,
identificados a partir de la metodologia EC-MEFS-CG-EM-TV y el andlisis de
indices de retencion (Indices de Kovats).

Pico Nombre Area% | 2TR(S) °IKt ‘IKe | Peso dl\lﬂdééﬁgo Férmula
p | PMeMal(n8 | 31732 | 292362 | 1001 | 998 | 136 | IKEM | CioHig
2 3-careno 0.0479 | 324.812 | 1009 | 1056 | 136 | IK/EM CioH1s
3 p'mgigtﬁf’& 6.1702 | 330.112 | 1018 | 1072 | 136 | IK/EM CioHis
4 Isopulegol 0.2555 | 372.762 | 1146 | 1145 | 154 | IKIEM | CioHiO
5 Metilchavicol | 0.3501 | 423.012 | 1195 | 1247 | 148 | IK/EM | CiHyO
6 Silfineno 0.0557 | 467.012 | 1337 | 1348 | 204 | IK/EM CisHas
8 Metileugenol | 1.2199 | 500.362 | 1401 | 1407 | 178 | IK/EEM | CuH.0;
9 B-elemeno 0.2120 | 491.512 | 1445 | 1406 | 204 | IK/EM CisHas
10 | pB-espringeno | 17.6700 | 503.212 | - | 1437 | 272 EM CaoHaz
11 Acido 67.9833 | 505.443 | 1440 | 1443 | 178 | IK/EEM | CuHu0»

pentatonlco
16 B-Selineno 0.0812 | 516.112 | 1474 | 1476 | 204 | IK/EM CisHas
17 y-muuroleno | 0.0257 | 518512 | 1477 | 1478 | 204 | IK/EM CisHos
18 a-Muuroleno | 0.0253 | 525.012 | 1499 | 1496 | 204 | IK/EM CisHas
19 | pB-Bisaboleno | 0.8565 | 528.112 | 1500 | 1504 | 204 | IK/EM CisHas
20 y-Cadineno | 0.2879 | 532.862 | 1511 | 1513 | 204 | IK/EM CisHos
21 a-Cadineno | 0.0066 | 537.312 | 1524 | 1529 | 204 | IK/EM CisHas
22 5-Cadineno | 0.0889 | 540.462 | 1535 | 1538 | 204 | IK/EM CisHas

3TR(s): Tiempo de retencion. °IKt: indice de retencién tedrico.’IKe: jndice de
retencién experimental redondeado. “Método de Identificacion: IK= indice de
Kovats y EM= Espectrometria de masas.
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Recientemente, se ha intensificado el estudio de los componentes volatiles
y aceites esenciales derivados de especies vegetales como agentes de control
bacteriano (Pisseri, 2008). Esta tendencia obedece a que los aceites esenciales
contienen constituyentes con actividad antibacteriana sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Edris, 2007). Otras actividades importantes de estos
aceites son las espasmoliticas, antinociceptivas y antioxidantes, entre otras.
Ademas, los aceites esenciales poseen propiedades inmunomoduladoras,
psicotropicas, acaricidas y expectorantes (Pisseri, 2008). Por otra parte, se les ha
descrito actividades antivirales y propiedades supresoras del cancer (Edris, 2007).
Debido a estas propiedades los aceites esenciales poseen numerosas

aplicaciones en la medicina y la aromaterapia (Pauli, 2010).

En el curso de la historia los aceites esenciales han sido utilizados en la
medicina tradicional por sus propiedades antibacterianas. Por esta razoén, las
plantas y materiales vegetales que los contienen se usan para el tratamiento de
enfermedades infecciosas desde tiempos antiguos, aun cuando no se tenia

conocimiento de la existencia de los microorganismos (Pauli, 2010).

En el caso particular de Tagetes lucida se han realizado estudios previos
conducentes a determinar la composicion quimica y las actividades biolégicas de

muestras recolectadas en diferentes paises.

Visbal y colaboradores en el 2007 encontraron que el aceite esencial de
una muestra recolectada en Venezuela contenia mayoritariamente metilchavicol
(99.5%). Otro estudio realizado por Cicci6 en el 2004 con una muestra recolectada
en Costa Rica obtuvo resultados similares con un rango de concentraciones de
metilchavicol de 95-97%. Por udltimo Marotti y colaboradores en el 2004
encontraron 93.8% de metilchavicol en una muestra de pericon proveniente de
Italia. Estos resultados contrastan con los obtenidos en el presente estudio ya que
la concentracion encontrada de metilchavicol fue de 0.3501%, sin embargo, son
congruentes con un estudio realizado por Bicchi y colaboradores en 1997 en

donde se encontré un 33% de metilchavicol en una muestra de Guatemala y
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0.34% en una muestra de Perd. Ademas en el trabajo realizado por Guzméan y
Manjarrez en 1962, encontraron 12% de metilchavicol en muestras de Tagetes

lucida cultivadas en México.

De manera adicional es importante destacar que la composicion quimica de
la muestra analizada es muy similar a la descrita por Ciccid, entre los
componentes mayoritarios similares se pueden mencionar metileugenol, [-

cariofileno, a-mirceno, 3-ocimenno y germacreno D.

Debido a las similitudes e inconsistencias observadas en los resultados
obtenidos en estudios previos y en el presente, se puede sefialar que la
composicion quimica de la planta, aunque se conserva similar en sus
componentes, difiere en sus proporciones de acuerdo a la regién geogréfica en
gue se encuentre cultivada, lo cual es el reflejo tanto de la diversidad natural que
existe en distintas zonas del mundo en cuanto a flora y fauna, como de la actividad
del hombre y otras sustancias quimicas con las que esté en contacto la planta al

desarrollarse.
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6.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los compuestos presentes

en el aceite esencial y lainfusién de pericon.

Es comun el empleo popular de partes vegetales con la finalidad de obtener
diversos efectos terapéuticos. Varios estudios han validado cientificamente la
eficacia de numerosos usos de la medicina tradicional utilizada por la gente. Entre
las variadas aplicaciones terapéuticas de los vegetales, se incluyen aquellas con
finalidad antimicrobiana (Garzén, 2006).

Con el objetivo de evaluar la actividad antimicrobiana de la infusion y el
aceite esencial de la especie Tagetes lucida Cav. se disefié un experimento en el
gue se evalla la capacidad de ambos extractos para inhibir el crecimiento de los
microorganismos patdgenos utilizando el método de microdilucién en placa. Los
controles positivos utilizados fueron el gluconato de clorhexidina y ampicilina. La
ampicilina es un antibiético beta lactdmico que inhibe la sintesis y la reparacién de
la pared celular bacteriana y el gluconato de clorhexidrina pertenece al grupo de
las biguanidas, es un antimicrobiano antiséptico muy utilizado, ambos
antimicrobianos son de amplio espectro y son activos en técnicas in vitro contra
un gran namero de bacterias, en gran variedad de organismos Gram negativos y
Gram positivos (Martinez et. al., 1998; Nolasco, 2011). El gluconato de
clorhexidina es especialmente eficaz frente a esteptococos del grupo mutans,
estreptococos simples, Selenomonas spp. 'y Propionibacterium  spp., en
concentraciones elevadas suele ser bactericida y en concentraciones bajas,
bacteriostatico (Nolasco, 2011). La ampicilina es bactericida y es comunmente
indicada para infecciones por Escherichia coli, Listeria sp., Proteus mirabilis,

Shigella sp., Salmonella sp., estafilococos y estreptococos (Martinez et. al., 1998).

56



Es importante sefialar que un extracto o fraccidbn se considera activa

cuando se obtienen dosis letales menores de 1000 pug/mL (Rivero, et al., 2008).

En este estudio se llevé a cabo la evaluacién antimicrobiana de la infusion y
el aceite esencial de las partes aéreas de Tagetes lucida Cav. en ocho bacterias
distintas. Los resultados resumidos en la Tabla 12 muestran que todas las
bacterias evaluadas demostraron ser sensibles al aceite esencial en un rango de
CMIs de 128-512 upg/mL. Para las bacterias Streptococcus mutans, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y Salmonella enterica Typhi se obtuvo el valor de
CMI mas bajo (128 pg/ml), es decir, se presentdé una mayor actividad
antimicrobiana del aceite esencial de la especie Tagetes lucida Cav. Para las
bacterias Streptococcus oralis y Escherichia coli se obtuvo una CMI de 256 pg/ml,
gue se considera moderada y tanto para Streptococcus sanguinis como para
Pseudomona aeruginosa se obtuvo una CMI de 512 ug/mL, que a pesar de ser la
concentracion minima inhibitoria mas alta del ensayo, el aceite esencial se

considera activo.

En cuanto a la infusién de la planta, se obtuvo un rango de CMIs de 256-
1024 yg/mL. La CMI mas baja obtenida corresponde a la bacteria Streptococcus
mutans (256 pg/mL), seguida de las bacterias Streptococcus oralis, Bacillus subtiis
y Salmonella typhi (512 pg/mL) y las CMIs mas altas obtenidas fueron para las
bacterias Streptococcus sanguinis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli, con

un valor de 1024 pg/mL.
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Tabla 12. Evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial y la infusion
de las partes aéreas de Tagetes lucida Cav.

CMI (ug/mL)

Microorganismo Infusion Aceite esencial
Streptococcus mutans 256 128
Streptococcus oralis 512 256
Streptococcus sanguinis 1024 512
Bacillus subtilis 512 128
Staphylococcus aureus 1024 128
Escherichia coli 1024 256
Salmonella enterica Typhi 512 128
Pseudomonas aeruginosa >1024 512

CMI: Concentracion minima inhibitoria. Se utilizé gluconato de clorhexidina y ampicilina
como controles positivos

En la presente investigacion se obtuvieron evidencias de la actividad
antimicrobiana de la infusion y el aceite esencial de Tagetes lucida con el método

de microdilucion en placa de 96 pozos.

Como se ha mencionado, el uso medicinal mas frecuente de esta planta
registrado en algunos estados de la Republica Mexicana es en transtornos
digestivos, principalmente para dolores de estébmago, colicos menstruales,
dismenorrea e inflamacion. También se ha encontrado efecto antimicrobiano de
esta planta frente a estreptococos y estafilococos, entre otras bacterias y en
levaduras como Candida albicans (Guadarrama et al., 2008; Sierra, 2000; Vibrans,
2009).

En el presente trabajo se ha realizado la evaluacién de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial y la infusiébn de pericon recolectado en San

Jeronimmo Aculco, Estado de México, obteniendo los resultados mostrados en la
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Tabla 12, los cuales muestran que todas las bacterias evaluadas fueron sensibles
al aceite esencial en un rango de CMIs de 128-512 pg/mL y para la infusion, se
obtuvo un rango de CMlIs de 256-1024 pg/mL. Para el caso de la infusion cuatro
de las ocho bacterias evaluadas (Streptococcus sanguinis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) presentaron una CMI mayor

a 1000 pg/mL, por lo que la infusién se considera moderadamente activa.

Estos resultados son congruentes con los obtenidos por Caceres y Girén
(1991) en el cual describieron la actividad antimicrobiana del AE de Tagetes lucida
frente algunos microorganismos, obteniendo actividad sobre bacterias como
Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhi, Shigella disenteriae,
Shigella flexneri, Stapylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae Yy

Streptococcus pyogenes.
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/. CONCLUSIONES

Se identificaron 44 compuestos volatiles en las partes aéreas de Tagetes
lucida Cav. mediante la técnica de hidrodestilacion seguida de cromatografia de
gases, acoplada a espectrometria de masas (CG-EM-TV) y la comparacion de los
indices de retencion (indices de Kovats) experimentales con los del la biblioteca
electronica (NIST, version 2.0).

La preparacion del aceite esencial por hidrodestilacion y su analisis por CG-
EM-TV permitié la identificacion de los siguientes compuestos mayoritarios en las
partes aéreas de de Tagetes lucida Cav: y-terpineno (12.427%), B-elemeno
(7.2495%), 2,6 dimetil 2, 4,6 octatrieno (12.053%), tetradeceno (20.286%), geranil
acetato (26.103%), linalil butirato (4.6461%), cariofileno (4.6155%), germacreno
(2.225%).

Ademas se identificaron 2 compuestos volatiles mayoritarios B-espringeno
(17.670%) y acido valérico (67.983%) en las partes aéreas de pericon mediante la
técnica EC-MEFS-CG-EM-TV.

En contraste con estudios previos realizados en Venezuela por Visbal y
colaboradores y en Costa Rica por Ciccid, se obtuvo una baja concentracion de
metilchavicol en el aceite esencial (0.3501%).

El aceite esencial de las partes aéreas de pericon presentod actividad sobre el
crecimiento de las ocho especies patdgenas evaluadas (Streptococcus mutans,
Streptococcus oralis, B subtilis, S. typhi, Streptococcus sanguinis, S. aureus, E.

coliy P. aeuriginosa).

La infusion de pericdén presentd actividad sobre el crecimiento de 4 de las
bacterias evaluadas (Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Bacillus subtilis,
Salmonella typhi) y sobre 3 especies (Streptococcus sanguinis, Staphylococcus
aureus Yy Escherichia coli) presenté CMI's mayores a 1000ug/mL, por lo que se

considera no activa.
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8. PERSPECTIVAS

» Determinar la composicion de volatiles de muestras de pericon recolectadas
en otras regiones de México con la finalidad realizar una comparacion de su

composicion.
» Evaluar los componentes volatiles mayoritarios para determinar su efecto
sobre el crecimiento de las principales bacterias causantes de

enfermedades del tracto gastrointestinal.

» Evaluar otras actividades biolégicas, como antioxidante o antifingica, de

ésta especie, tomando en cuenta el estudio presente.

> Realizar el estudio del resto de las fracciones no volatiles, con la finalidad

de aislar y purificar compuestos presentes.
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