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1. INTRODUCCION

El estudio de recursos naturales con fines medicinales, adquirido empiricamente
por el ser humano a lo largo de miles de afios, ha favorecido el desarrollo de
diversas areas como la terapéutica, la farmacéutica, la farmacologia y la medicina.
Su mayor impacto lo ha tenido en el campo de las ciencias médicas y
farmacéuticas al identificar y desarrollar nuevos y potentes agentes medicinales
(Cortez-Gallardo, 2004).

A través de los siglos, culturas como la Griega y la China, por mencionar algunas,
adquirieron conocimientos empiricos sobre las propiedades medicinales de varias
plantas y hierbas, los cuales fueron transmitidos oralmente o de manera escrita
(Rojas-Alba, 2010). Este cumulo de informacion y practicas son parte de la
Medicina Tradicional, la cual es definida por la Organizacion Mundial de la Salud
(2010) como “la suma total de todos los conocimientos y practicas, ya sean
explicables o no, que se utilizan para el diagnostico, la prevencién y la eliminacion
de todo desequilibrio fisico, mental o social y que se basan exclusivamente en la
experiencia practica y la observacion, trasmitidos de generacién en generacién, ya
sea de forma oral o escrita”. Sin embargo, con el auge de la tecnologia e industria,
se abandond esta préactica y se volvié cada vez mas frecuente el uso de principios

activos sintéticos para aliviar las enfermedades.

México posee una de las mayores biodiversidades en el mundo, por lo que no es
de sorprender que las plantas medicinales y otros productos de origen natural
forman parte esencial de las estrategias generadas por la poblacion para enfrentar
sus enfermedades cotidianas. Esto no solamente se da en las poblaciones
indigenas y rurales, sino también entre poblaciones mestizas, en zonas urbanas y
suburbanas como resultado de la naturaleza pluriétnica de la poblacién y de la
necesidad de recursos accesibles frente a muy diversos padecimientos (FHEUM,

2001). La diversidad de actividades farmacolégicas descritas para las diferentes
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especies vegetales se pueden atribuir a su composicion quimica, origen

geografico y época de colecta (Cortez-Gallardo, 2004).

En el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, se enlista la
cincoyaga cuya denominacién botanica es Tagetes patula esta planta se
encuentra descrita desde los siglos XVI al XX en diversos documentos haciendo
especial alusion a sus diversas propiedades curativas en desordenes de tipo
digestivo como diarrea, disenteria, dolor de estomago, “empacho”, falta de
digestion, “bilis” y “tapado”. También son muy conocidas sus propiedades para
curar afecciones de la piel como la sarna, el salpullido y las heridas (Atlas de la
Medicina Tradicional Mexicana, 1994).

En México se han realizado pocos estudios sobre la composicion de Tagetes
patula sin embargo, diversos estudios realizados con extractos metandlicos
revelan actividad anti fungica contra Botrytis cinerea, Fusarium moniliforme y
Pythium ultimum, dichas especies de hongos son patégenos tanto para especies

animales como vegetales (Mares, 2004).

El interés en Tagetes patula se centra en sus propiedades antioxidantes, que
constituyen una alternativa en el tratamiento de las enfermedades cronico-
degenerativas que, segun la Dra. Margaret Chan directora general de la OMS, son

actualmente la principal causa de morbilidad y mortalidad (OMS, 2010).

A la vez cobra especial interés su actividad antibacteriana como alternativa del
tratamiento de las enfermedades orales, incluyendo las caries dentales y
enfermedades periodontales, las cuales ocasionan considerables costos sociales y
economicos (OMS, 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1 CINCOYAGA (Tagetes patula).

2.1.1 Sinonimias

2.1.1.1 Sinonimia popular

Esta planta se conoce con los hombres triviales de Aceitilla, angelito, cempazuchil,
cempazuchitl silvestre, cinco gallos, cinco yagas, flor de muerto, tringuini
(Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009), anis dulce, anis criollo,
anicillo, anis de la sierra, tuna anis, anis de grano. En Bolivia se conoce como anis
anis, en Guatemala como anis de chucho, en Perd como anisillo, pampa anis,
pimpinela, en Venezuela como anis cimarron, anis verde (Berdonces, 1996), otros
autores sefialan que en México también se le conoce con los siguientes nombres:
clemolitos, flor de muerto, iscoque, pastora, pastoral, pastorcita, tlemole
(Quattrocchi, 2001).

2.1.1.2 Nombres en algunas lenguas indigenas de México del género
Tagetes.

El grupo nahuas del centro de México fueron quienes heredaron y dejaron patente
en las obras de Sahagun y de Hernandez los principales antecedentes de ellas.
Con los nombres de yiahutli, cempoalxochitl, macuilxochitl, tzitziquilitl,
tepecempoalxochitl (Sahagun, 1999), tlapalcozatli, oquichtli, tlapaltecacayatli y
zacaxochitlcoztic (Hernandez, 1959) los nahuas mesoamericanos identificaron las
diferentes especies y variedades de Tagetes, como plantas aromaticas.

En dialecto purépecha se conoce con los siguientes nombres: iumu takisi y

re’engajo (Villarreal, 2003).

2.1.1.3 Nombres comunes internacionales de la especie Tagetes patula.
La especie Tagetes patula recibe algunos nombres internacionales algunos de

ellos provienen de traducciones a distintas lenguas (Torkelson, 1996).
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Cuadro 1. Sinonimias internacionales de la especie Tagetes patula(Torkelson,

1996).
IDIOMA SINONIMIA IDIOMA SINONIMIA
Ringelblume,
) goudsbloem, _
Aleman Italiano Calendula
totenblume,
ackerringelblume,
. Kahlek,
Arabe Polaco Noglerek
gaougaham
Mercadela, rosa
del angel,
_ Cravo de defunte,
amapola amarilla,
_ _ cravo defunto
amarillo, maravilla, i
Espafiol Portugués dolrado, cravo
clavel de muerto, _ ]
. japonés, cravo
damasquina,
) Tagetes
flamenquilla, flor
de muerto,
Oeillet d’ Inde,
grand souci, souci,
souci cultive, souci
) deschamps, souci .
Francés o Ruso Nogotki
des jardins,
veloutine, fleurs de
tous les mois,
fleurs souci
Marigold,
] marygold, African )
Inglés Turco Ringblomma

marigold, French
marigold
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2.1.1.4 Sinonimia botanica.
Tagetes lunulata, Tagetes tenuifolia (Biblioteca de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2009).

2.1.2 Categorias taxondémicas superiores.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Familia: Asterales

Tribu: Asteraceae

Género: Tagetes

Especie: patula

2.1.3 Definicién y generalidades

Tagetes patula es una planta anual, aromatica, erecta, crece hasta 80 cm de altura
y 30 cm de anchura, nativa de México, se cultiva en el jardin en toda la India como
planta ornamental, tiene hojas de 5 a 10 cm de largo con forma pinnada estas
tienen foliolos de 9 a 23, es linear a lanceolada, de 1 a 3 cm de largo, el apice de
la hoja es agudo o acumulado y el margen de la hoja es profundamente aserrado,
con numerosas glandulas oleosas y flores de color rojizo, naranja o amarillo,
dispuestas en pequefias cabezuelas agrupadas en racimos, ubicadas en las
partes terminales de la planta, con un fruto aquenio linear. En la Figura 1 se

muestran las partes aéreas utilizadas en el presente trabajo.
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Figura 1. Partes aéreas de Tagetes patula.

Tagetes es una especie nativa de México y se distribuye por toda Mesoamérica y
al norte de Sudamérica, se encuentra principalmente en la vegetacion secundaria
derivada de bosques de pino-encino y del bosque tropical caducifolio, asi como a
menudo en grandes poblaciones en calidad de maleza en lotes baldios, a orilla de
caminos Yy cultivos ubicados a una altitud entre 1400 y 3000 msnm. Floreciendo
de septiembre a diciembre (Villarreal, 2003). En el Cuadro 2 se resume la

distribucion de la especie Tagetes patula en el territorio mexicano.
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Cuadro 2. Distribucién preliminar de Tagetes patula en México por estados y

municipios (Serrato, 2009).

Estado Municipio/Lugar

Sinaloa Culiacan, Mazatlan, La constansa
Durango Nombre de dios

Nayarit Mexcaltitan, Zapotlan

Aguascalientes

Calientes

San Luis Potosi

Tamazunchale

Zacatecas Sureste de Zacatecas
Jalisco El Molino, Zapotlan

Querétaro Tonilita, Guzman
Colima Cadereyta y Visaron

Michoacan Coalcoman, Uruapan, Tancitaro,

Coahuayula

Estado de México

Amecameca, Temascaltepec, Ixtapan,

Rincén del Carmen, Valle de Bravo

Distrito Federal

Acambay, Pedregal

Veracruz Orizaba, Cordoba
Morelos Cuernavaca
Guerrero Galeana
Puebla Cerro San Juan, Posadas
Oaxaca Almoloya, Sierra de San Felipe, Valle
de Etla, San Luis Tultitlanapa
Campeche Lerma
Yucatan Izamal
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La infusion de las flores y hojas en México se usa como anticonceptivo, para curar
mal de aire (Thashi o mal de aire es un padecimiento que concuerda con algun
tipo de enfermedad estomacal que presenta diarrea, vémito y escalofrios)
(Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009); se utiliza en coccion sola o
con orégano y cascara de granada para tratar casos de diarrea y disenteria; asi
como para contrarrestar los efectos de piquetes de alacrdn y mordedura de vibora
frotando la parte afectada con la planta en estado fresco, previamente calentada

en un comal (Serrato, 2009).

2.1.4 Aspectos historicos.

Existen dos fuentes histéricas importantes que ilustran sobre el uso vy
conocimiento de algunas especies de Tagetes en la época prehispanica: Historia
General de la Nueva Espafia de Fray Bernardino de Sahagun e Historia Natural de
la Nueva Espafia del protomédico Francisco Hernandez, obras escritas en el siglo
XVI. Aunque varios grupos prehispanicos debieron conocer varias especies de
Tagetes (por el conocimiento tradicional que mantiene la mayoria de grupos
étnicos actuales sobre estos vegetales) (Sahagun, 1999).

En el Cdadice Florentino al yiahutli se le describe asi: “es muy verde, tiene muchas
ramas y crecen todas juntas hacia arriba, siempre huele”, fue una planta
ceremonial que los aztecas empleaban para sahumar en la festividad Atemoztli
(peticion de lluvia en el mes de diciembre); para empolvar la cara de cautivos
antes de ser sacrificados “y no sintiesen la muerte” (atenuante) en la fiesta
Tlaxochimaco (agosto en honor al Dios del fuego); para sembrar de incienso como
ritual y sahumar en Etzalqualiztli (junio, fiesta a honra de los dioses de la lluvia),
elaborar incienso ofrendado por la gente pobre en honor a Xiuhtecutli (dios del
fuego o en fiestas en honor al Dios Tlaloc). Los aztecas también lo usaron como
medicinal para curar granos en la espalda, “molida y mezclada con cacao tostado
se bebe para los que escupen sangre y para los que tienen calentura” (Sahagun,
1999).
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En excavaciones arqueoldgicas recientes en el templo Mayor en la capital de
México, la ofrenda numero 10, con ubicacién en la calle de Guatemala 38,
contenia restos de copal y fragmentos de yahutli, como ofrendas que los mexicas
hacian como parte de ritos de consagracion de construcciones de nuevas
edificaciones dentro de un espacio considerado sagrado (Montufar, 2003).

En el mismo Codice Florentino se presentan algunas ilustraciones de las
variedades de cempoalxochitl y se describen algunas de sus caracteristicas.
“‘Estas flores que se llaman cempoalsuchitl: son amarillas y de buen olor y
hermosas hay muchas de ellas. Que ellas se nacen y otras que las siembran en
los huertos. Son de dos maneras unas que llaman hembras cempoalsuchitl y son
grandes y hermosas: otras hay que se llaman macho cempoalsuchitl no son
hermosas ni grandes”. “Hay otras de este género que se llaman macuilsuchitl son
pequefias aunque muy amarillas y muy olorosas”. “Estas que se llaman cozatli son
pequefios y son silvestres son del genero de las arriba dichas (son) amarillas y
olorosas”. “Esta flor que se llama tecacayactli es colorada y del genero de las
arriba dichas” (Sahagun, 1999).

Francisco Hernandez presenta mas detalle de las variedades de cempoalxochitl,
estableciendo las diferencias por el nombre nahuatl, por el color y por el tamafio;
ademas, presenta laminas de las formas de estas variedades. Sefiala que todas
tienen hojas parecidas con “flores amarillo rojizas o amarillo rojizas con
encarnado...”.

cempoalxochitl lo describe con flor “amarillo rojiza y supera a las de los demas
géneros en el nimero y amplitud de sus hojas, siendo propiamente llamada
cempoalxochitl por la numerosa y admirable agrupacion de sus hojas (corolas de
las flores liguladas), en cuya forma y disposicion se parece hasta cierto punto a
nuestra rosa blanca; la planta es mayor que todas las otras y con hojas mas
grandes”.

Oquichtli (oquichticocaxochitl) “o flor macho por el tamafo de sus hojas y del caliz,
del mismo modo que es superada por el primer género en el tamafio de toda la
planta, de la flor y de las hojas, asi supera a las demas en todo, excepto en el

namero de hojas, que es inferior al de casi todas las otras”.
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Tlapaltecacayatli “por la variedad de sus colores, es menor que (oquichtli), pero
con hojas ma&s numerosas y de color amarillo rojizo tendiendo a verdemar; la
planta es menor que las precedentes y con hojas mas chicas”.

Tlapalcozatli (tlapalcozatlixochitl) o coaxochitl “es mas pequefio que todos los
anteriores, con hojas no muy numerosas y parecido en el color al tercer género”.
Zacaxochitlcoztic o cozatli “es amarillo rojizo y menor que el precedente”.
Tepecempoalxochitl “Un poco mas grande...pero con flores amarillo rojizas mas
delicadas, como son también las hojas de la planta, que son las mas chicas de
todas" (Serrato, 2009).

“Cempoalxochitl o veinte flores (en Xochimilco es la flor de cuatrocientos pétalos)
es un nombre que abarcaba a un grupo de plantas con caracteristicas comunes:
tallos, hojas e inflorescencias olorosas, flores de color amarillo, anaranjado, rojo y
colores combinados. La condicion silvestre y cultivada de las plantas
cempoalxochitl, referida por Sahagun y por Hernandez, indica, por un lado, que se
practicaba la siembra y por otro lado, la recoleccién. En cuanto a su cultivo, en el
Cadice Florentino se hace referencia a quienes se dedicaban a las flores: Parrafo
decimoprimero: de las flores compuestas, por arte de oficiales que hacen flores” o
xochimanque, cuya presencia se ilustra en las laminas del parrafo undécimo,
donde se les representa sembrando el alméacigo, trasplantando, cortando flores,
arreglando guirnaldas, racimos y coronas, decorando diversos bastones y
comerciando. Las especies cultivadas corresponden a Tagetes erecta
(Cempoalxochitt hembra y macho) y T. patula (Tepecempoalxochitl,
Tlapalcozatlixochitl, Oquichtlicocaxochitl, Cozatlicoztic, Tlapaltecacayatli y
Zacaxochitlcoztic); mientras que las especies silvestres (Cozatli, Macuilxochitl,
Tecacayactli) de recoleccion pueden ser: T. erecta silvestre, T. lunulata y T.
tenuifolia”, respectivamente (Serrato, 2009).

En el Cddice Florentino aparecen dibujos de plantas de T. erecta y de T. patula, la
hembra y el macho, asi como actividades en torno al cultivo y uso de flores (tomo
[ll, Libro XI); en el trabajo de Hernandez se muestran dibujos de planta y flor de
cempoalxochitl, flor macho de oquichtli, tlapaltecacayatli, macuilxochitl,

tlapalcozatli, zacaxochitlcoaztli y tepecempoalxochitl.

10



ANTECEDENTES

Especialmente el uso del cempoalxochitl (T. erecta) fue importante considerando
su empleo festivo en el calendario solar azteca. En las veintenas Tecuilhuitontli (12
de junio al 1 de julio), Uey Tecuilhuitl (2 al 21 de julio), Tlaxochimaco (22 de julio al
10 de agosto) o Miccailhuitl (“fiesta de los muertitos”), Xocotl Huetzi o Huey
Miccailhuitl (11 al 30 de agosto) y Ochpaniztli (31 de agosto al 19 de septiembre),
se utilizaban flores de cempoalxochitl en las mas diversas formas: racimos en la
mano, guirnaldas, sartales, cadenas, estandartes, tanto para ofrecer a las
personas como enflorar patios, estatuas en los templos y nichos en las casas
(Sahagun, 1999; Serrato, 2004).

Con excepcion del hallazgo de restos de yahutli, hasta ahora no se ha encontrado
evidencia arqueoldgica de polen u otro resto vegetal de Tagetes, especialmente
de T. erecta o de T. patula que fueron los mas empleados y sobre los cuales hubo
més trabajo de domesticacion en el centro de México. Kaplan (1960) refiere la
escultura de una corona de mazorcas de maiz junto con cabezuelas grandes de
cempoalxochitl dispuestas en el cuello de una urna funeraria; también se comenta
qgue las flores en los huaraches del monolito de la Coyolxauqui corresponden a
una especie silvestre de T. erecta, y no hay duda sobre la necesidad de examinar
otros monolitos como el de Xochipilli o el de Xilonen. Finalmente, se tiene la
evidencia inequivoca de flores de T. patula o de T. erecta en uno de los muros del
convento del Divino Salvador de Malinalco, al costado oeste bajo la iglesia
Agustina que data de 1540, pintadas por tlacuilos, o artistas indigenas, que
trataron de representar el paraiso terrenal con plantas y animales (Linares y Bye,
2006).
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2.1.5 Composicién quimica.

El contenido y cantidad de compuestos es afectado por factores como el habitat
de la planta (Karososu, 2005), la etapa fenoldgica, las diferentes partes de las que
se extrae, la composicion del suelo y la fertilizacion mineral (Macias y Galindo,
2001), por lo que es comun encontrar diferencias en el contenido de compuestos
aun entre plantas de la misma especie. Hay algunas especies de Tagetes que
comparten compuestos quimicos, mientras que otros compuestos solo se
encuentran en una sola especie (Duke, 2009). Las propiedades bioldgicas de
estas plantas afectan a diversos organismos, desde bacterias, virus, hongos,
nematodos, acaros e insectos e inclusive otras especies de plantas (Serrato y
Quijano, 1993).

En cuanto a la composicion quimica del aceite esencial de las partes aéreas de
Tagetes patula cap. Se han identificado 51 compuestos, que comprenden el 93%
del total de los compuestos del aceite esencial, de los cuales los principales son
cineol, ocimeno, terpinoleno, ocimenona, elemeno, piperitenona, caryofileno e
ionona (Om Prakash, 2012).

Cuadro 3. Principales compuestos presentes en el AE de la especie Tagetes
patula cap (Om Prakash, 2012).

Férmula Compuesto Contenido en AE (%)
Q 1,8-cineol 4.4
NG
(2)-13-ocimeno 11.8
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Continuacion Cuadro 3. Principales compuestos presentes en el AE de la especie

Tagetes patula cap (Om Prakash, 2012).

V4
Z
(E)-3-ocimeno 1.8
b
Alo-ocimeno 2.0
ég Terpinoleno 6.9
O
)‘7&< (2)-ocimenona 6.4
/
O
H‘\k< (E)-ocimenona 3.0
"
0-elemeno 16.9
Piperitenona 3.3
| @)
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Continuacion Cuadro 3. Principales compuestos presentes en el AE de la especie

Tagetes patula cap (Om Prakash, 2012).

3-Cariofileno 18.6

H -~
H (E)- B-ionona 2.5

Los usos referidos en la actualidad para T. patula son similares a los de la
especie T. erectay al igual que en éste se han identificado componentes
azufrados en la raiz. Es muy probable que la quimica de esta planta sea también
similar a la de T. erecta. Pero es de suma importancia realizar investigacion
experimental que corroboren la efectividad de estos usos, y la toxicidad de la
planta (Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Los tiofenos son compuestos caracteristicos del genero Tagetes. Son compuestos
poliacetilénicos biolégicamente activos cuya actividad es incrementada por la
radiacion de 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) vy
2,2’,5' 2" -tertienil o a-tertienilo (a-T). El sitio de mayor concentracion de tiofenos
es la raiz (Santa Cruz, 2005). A continuacién en la Cuadro 4 se resumen los

tiofenos mas comunes del genero Tagetes.
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Cuadro 4. Tiofenos mas comunes del género Tagetes.

Estructura
R, S S R, Nombre Acrénimo
S
R1 R2
5-(3-buten-1-inil)-2,2’-
H X (3-buten-L-ini) BBT
bitienil
X 5"-metil-5-(3-buten-1-
-CHjs AN S MeBBT
inil)2,2"-bitienil
N 5-(1-pentil-2,2"-
-H A PBT
N bitienil)
N 5”-(4-hidroxi-1-
-H R BBTOH
\/\OH butinil)-2,2"-bitienil
2.2°5,27-
S
-H M tiertienilo,(a- a-T
tertiofeno, a-tertienilo)
O 5-(4-acetoxi-1-
-H Z BBTOAC
)J\o/% butinil)-2.2"-bitienil
CH0.CO 5-metilacetato-5"-(3-
) N buten-1-inil)-2,2"- AcOCH,BBT
CH,. = L
bitienil
S O
\\/\o)K 5-(3,4-diacetoxi-1-
-H . e BBT(OAC).
YO butinil)-2-2"-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
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presenta actividad antimicrobiana, puede ser fototoxico en presencia de luz
ultravioleta cercana y producir fotodermatitis por un mecanismo que no depende
de la peroxidacion lipidica de la membrana (Guzméan y Manjarrez, 1962).

También se reportan diversos compuestos identificados de la especie Tagetes
patula, dichos compuestos presentan una gran diversidad en cuanto a sus
actividades biologicas; y en el Cuadro 5 se describen algunos ejemplos (Duke,
20009).

Cuadro 5. Ejemplos de compuestos identificados de la especie Tagetes patula

indicando sus actividades biolégicas.

Actividad )
Estructura Compuesto S Referencia
biolégica

_ Repelente de
d-limoneno _ Jacobson, M. 1990
insectos

O Citoprotector
HO . _ o Newall,C.A. 1996.
X OH Acido cafeico Inhibidor de _
Ichikawa, K., et al. 199]
HO aldosa reductasa
7™

Acido-elagico _ _
o Antimalarial Rukunga, G. 2006

OH
O O 0 Anti HIV Tan, G.T. 1991

Antihistaminico | Wiliamson, E. M. 1989
Kaempferol

Antipirético Amoros, M. et al. 1992
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Continuacién Cuadro 5. Ejemplos de compuestos identificados de la especie Tagetes patula

indicando sus actividades biolégicas.

V4 Acetato de
O\H/ linaloilo Depresor-SNC | Buchbauer et al, 1993
O
O~ __OH
H H .
Acido-p- Citotoxico Jeffery B., 1983
cumarico hepatoprotector Jeffery B., 1983
OH
OH O
OH
Bee
HO 0 Patuletina Antiespasmadico Iwu, M.M. 1993.

O OH
OH
OH
OH
HO 0 ‘ . Antibacteriano Jeffery B., 1983
Quercetagetina o .
| Antioxidante Nigg, H.N., 1992
HO OH
OH O
OH
HO
O Inhibidor de Nigg, H.N., 1992
o OH Quercetina ATPasa Jeffery B., 1983
| O Antioxidante
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2.1.6 Propiedades bioldgicas y farmacoldgicas.

La medicina popular de México se cuenta con humerosas especies vegetales que
son utilizadas para contrarrestar enfermedades de origen bacteriano. Las especies
de la familia Asteraceae representan algunas de las més utiles y se han realizado
estudios utilizando extractos metanolicos para mostrar actividades
farmacoldgicas. Las infusiones de las flores poseen efectos terapéuticos para tatar
fiebres. Por otra parte, en la medicina Ayurvedica las infusiones de las hojas de
Tagetes son utilizadas para el tratamiento de enfermedades estomacales e
intestinales como los colicos, diarrea, vomitos, fiebre, enfermedades de la piel y
trastornos hepéticos (Ross, 1981; Farjana, 2009). Algunos de los compuestos
aislados de especies con actividad antimicrobiana son tiofenos, flavonoides y
terpenos (Ghani, 1998). Otros estudios reportan la actividad antibacteriana de los
flavonoides de las asteraceas contra Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis. Estudios fitoquimicos realizados al jugo de la flor han
revelado propiedades farmacoldgicas Utiles para el tratamiento de hemorroides,
reumatismo, resfriados y bronquitis (Tereschuk, 2003).

En otras investigaciones se han estudiado los efectos antiinflamatorios de la
patuletina, flavonoles y su glucésido a partir de extractos metanodlicos de Tagetes
patula en modelos de inflamacion aguda inducida en animales, como son el
edema de pata trasera que se cree que representa la fase temprana de la
inflamacion y es inducida por Y-carragenina y la histamina, asi como también el
edema de la oreja inducido por el acido araquidénico y el 12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato (TPA). Los estudios anteriores han mostrado que la administracion oral
de patuletina y patulitrina suprime el edema inducido por carragenina en una forma
dependiente de la dosis. A 15 y 50 mg/kg de patuletina, el edema se suprimié
significativamente y las tasas de inhibicion fueron del 41-52 % en 4-5 h. mientras
gue con 50 mg/kg de patulitrina, el edema de las patas traseras se suprimié en 3 a
5 h. después de la administracién, con tasas de inhibicién del 45-52 %. con 15
mg/kg de patulitrina el edema de la pata posterior fue suprimido en 4 a 5 h. sin
embargo, con 10 mg/kg, del farmaco anti-inflamatorio fenilbutazona, el edema

disminuyo en 47 a 60% en 3-6 h. Lo anterior prueba que la patuletina y la
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patulitrina fueron menos eficaces en suprimir el edema inducido por la carragenina
en comparacion con la fenilbutazona. Estos resultados sugieren que los
componentes activos en los efectos anti-inflamatorios de la especie Tagetes
patula son la patuletina y la patulitrina. También se analiz6 la administracion tdpica
de la patuletina y la patulitrina, ambos compuestos inhibieron el edema de la oreja
inflamatoria inducida por acido araquidonico en ratones (Yasukawa, 2013).
Investigaciones realizadas con extractos metanolicos y de éter de petrdleo a las
distintas partes y semillas de la especie Tagetes patula sefialan que poseen
actividad antimicrobiana; el fraccionamiento fue guiado por bioensayo condujo al
aislamiento del flavonoide patuletina como el activo antibacteriano y se determino
la concentracibn minima inhibitoria (MIC), en Corynebacterium spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Y Micrococcus luteus. La actividad
antibacteriana se determind por el método de difusién en disco, siendo el extracto
con éter de petréleo de las partes aéreas el que demostré actividad contra Bacillus
cereus, B. subtilis, Micrococcus luteus, M. lysodeikticus, Staphylococcus aureus,
S. saprophyticus, S. pyogenes, y todas las bacterias Gram-negativas que se
probaron excepto Pseudomonas aeruginosa. A diferencia del extracto metandlico
que presentd actividad antibacteriana contra P. aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae, el extracto con éter de petréleo de la raiz presentdé un efecto
inhibitorio  significativo contra Bacillus subtilis y P. aeruginosa y el extracto
metandlico de la raiz present6é actividad contra M. luteus vy P. aeruginosa, los
extractos de semillas tanto con metanol y éter de petréleo exhiben buena actividad
contra B. subtilis, Shigella flexneri y Proteus mirabilis.

Se aislaron y purificaron compuestos puros a partir de las diferentes fracciones
estudiadas; de las fracciones metandlicas se aislaron e identificaron los
flavonoides patuletina (Figura 2) y patulitrina (Figura 2) evaluando su actividad
antimicrobiana y adicionalmente también incluyen en el estudio derivados de la
patuletina como son: 3,3",4°,7-tetrabenzoilpatuletina (Figura 2) y 3,3,4",7-
tetracinnamoilpatuletina (Figura 2), siendo la patuletina efectiva en la inhibicién del
crecimiento de las bacterias Gram-positivas que se evaluaron, en cuanto a la

evaluacion de la patulitrina se describe que es un potente inhibidor del crecimiento
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de Streptococcus faecalis, S. pyogenes, y Staphylococcus saprophyticus. En
cuanto a la actividad antibacteriana de 3,3",4",7-tetrabenzoilpatuletina, ésta fue
similar a la de su compuesto de origen patuletina, contra bacterias Gram-positivas
y era marginalmente mejor contra bacterias Gram-negativas. En la evaluacion de
la 3,3",4",7-tetracinnamoilpatuletina Unicamente se observa una inhibicién a una
concentracion de 50 pg/disco para Corynebacterium hofmani y C. xerosis
(Shaheen et al., 2008).

OH O

patulitrina.

0
OJ\Q
o o [
DR Y,
o)
0 O o O

| OH ©

3,37,4",7-tetrabenzoilpatuletina.
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O
H CWCHZ
3

(E)-ocimenona.

fenilheptatrieno.

3,3",4",7-tetracinnamoilpatuletina

Figura 2. Compuestos aislados e identificados a partir de distintas partes de la

especie Tagetes patula y sus derivados (Shaheen et al., 2008).
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En otras Investigaciones que tienen como objetivo demostrar las propiedades
insecticidas de distintos extractos del género Tagetes, se investigaron extractos
de T. erecta, T. patula y T. diminuta contra larvas de Aedes aegypti y Anopheles
stephensi, siendo el mosquito Aedes aegypti el reponsable de transmitir la
enfermedad del dengue, la fiebre amarilla y encefalitis a los seres humanos, y el
mosquito Anopheles stephensi el vector para transmitir la malaria hacia los
humanos (Perich et al., 1994) resultando tener una buena actividad biolégica.

Las investigaciones de diferentes tipos de compuestos sefialan que especies de
Tagetes contienen esteres monoterpenoides y tiofenos, estos tipos de compuestos
se han estudiado por separado, mencionando que la actividad larvicida de los
extractos de T. minuta es causado por el monoterpeno ocimenona (Figura 2)
(Maradufu et al., 1978).

También se hace mencién de que este compuesto no es el Unico con actividad
larvicida sino que también existen otros componentes responsables de dicha
actividad. El componente responsable de la actividad larvicida de T. patula sobre
Aedes aegypti en el cuarto estadio por el método de inmersién y expuesto bajo luz
UV es el a-tertienilo (Koul y Dev, 1997). También se ha observado que el alfa
tertienol incrementa su actividad con la exposicion a la luz, produciendo una

accion fototoxica (Arnason et al., 1981).
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2.2 Fenilpropanoides.

2.2.1 Flavonoides.

Es un grupo de compuestos presentes en muchas especies vegetales, con
diversas actividades farmacologicas tales como antioxidante, antimicrobiana,
algunos con potencial actividad anticarcinogénica o cardioprotectora.

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyo6rgy, quien
aislo a partir de la cascara de limon una sustancia en 1930, la citrina, que regulaba
la permeabilidad de los capilares (Singleton et al., 1981).

Los flavonoides se denominaron primeramente como vitamina P (por
permeabilidad) y también como vitamina C, (porque se comprobd que algunos de
ellos tienen propiedades similares a las de la vitamina C). Sin embargo, el hecho
de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado y ambas
denominaciones fueron abandonadas alrededor de 1950 (Singleton et al., 1981).
Etimologicamente la palabra flavonoide deriva del latin flavus que significa
“amarillo”, los flavonoides se encuentran en la naturaleza tanto en su estado libre
como glicosilado y constituyen el grupo de los fenoles naturales (Bruneton, 2002).
Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas verdes,
especialmente en las angiospermas, pero han sido detectados algunos en hongos
y algas. Se encuentran especialmente en partes aéreas, en tejidos superficiales, y
se les encuentra en forma libre (agliconas flavonoides), como glicésidos, sulfatos y
algunas veces como dimeros o polimeros (Térrénen, 1997). Los glicésidos se
pueden diferenciar por el tipo de enlace, habiendo de dos tipos C-glicésidos y O-

glicésidos, siendo los segundos los mas frecuentes (Li et al., 1996).

2.2.2. Estructura Quimica de los flavonoides.

La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A, derivado de la
cadena policetidica, un anillo B, derivado del acido siquimico, tres atomos de
carbono que conectan a los anillos A y B, correspondientes a la parte alquilica del

fenilpropanoide y por eso se les conoce como compuestos Cg-C3-Cq (Figura 3 ).
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Figura 3. Estructura base del esqueleto flavonoide.
Las distintas estructuras se encuentran con cadena alquilica abierta (chalconas),
formando éstas un heterociclo (Y-pironas) o polimerizaciones que ocurren
principalmente por uniones C-C etc., a continuacion se presenta la Figura 4 con

diversos grupos estructurales de flavonoides.

0. 12 o)
= e

Flavonas Flavononas Isoflavonas

C|
OH

@) O
Flavonoles Dihidroflavonoles Chalconas
° 9 g
@
[~ 1c DE
O = OH
Auronas Antocianidina Catequinas

Figura 4. Estructuras de diversos grupos de flavonoides (Harbone et al., 1975).
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De forma general, el anillo A deriva de la ruta del acetato-malonato y el anillo B

proviene de la fenilalanina. Por altimo, el heterociclo se nombra anillo C (lglesias-

Neira, 2009).
o 2]
C
O
Figura 5. Estructura basica de los flavonoides (Modificado de Iglesias-Neira,
2009).

2.2.3 Relacién estructura quimica — actividad antioxidante.

La estructura béasica de los flavonoides permite una multitud de patrones de
sustitucion por lo que su actividad antioxidante dependerd de los grupos
funcionales que posea y de la posicion de los mismos. A continuacion se enlistan
una serie de pardmetros estructurales que afectan a su actividad (lglesias-Neira,
2009).

a) Grupos hidroxilo. Son fundamentales para la actividad neutralizadora de
radicales libres, por ejemplo, los hidroxilos del anillo B pueden donar facilmente
hidrogenos y electrones a EROs y ERNs. Entre los homologos estructurales de
flavonas y flavanonas, la capacidad neutralizadora de radicales libres e incrementa
de manera lineal y curvilinea, respectivamente con el nUmero de grupos hidroxilo
de su estructura. La formacion del grupo catecol (dos —OH’s en posicion 3’ y 4’) en
el anillo B, aumenta considerablemente la capacidad antioxidante. También es
importante la presencia de este grupo funcional en la posicion 3 del anillo B,
mismo que al encontrarse sustituido por grupos metilo o unidades de

carbohidratos, carece de actividad (Prochazkova et al., 2011).
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OH O

Figura 6. Estructura de catecol (Modificada de Prochazkova et al., 2011).

b) Doble enlace en las posiciones 2-3 conjugado a un grupo oxo en el anillo C.
Dicha conjugacion provee la deslocalizacion electronica del anillo B (Modificada de
Prochazkova et al., 2011).

OH

Figura 7. Doble enlace 2,3 conjugado a un grupo 4-oxo del anillo C (Prochazkova
etal., 2011).

c) Esterificacion con grupos no glucosidicos. ComUunmente se encuentran
esterificados acidos organicos en el hidroxilo de la posicion 3, a los flavonoides
bajo esta forma se les denomina galatos (lglesias-Neira, 2009).
d) Esterificacion de grupos glicosidicos. La actividad antioxidante de un flavonoide
glicosilado depende de la estructura y la posicion del azGcar. La posicidon 3 es la
gue con mas frecuencia se conjuga a un azucar, que generalmente es D-glucosa
(Iglesias-Neira, 2009).
e) Grado de polimerizacién. Los fenoles poliméricos presentan una estructura
compleja por lo que aun no se cuenta con correlaciones estructura — actividad,
aunque existen estudios sobre la capacidad antioxidante y el grado de
polimerizacion de procianidinas, encontrando que los dimeros y trimeros
resultaron mas efectivos que sus respectivos mondmeros contra el radical

superoéxido (lglesias-Neira, 2009).
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2.2.4. Compuestos fendlicos.

El interés por los compuestos fendlicos o polifenoles, como beneficios para la
salud, se ha incrementado debido a que se han observado potentes actividades
antioxidantes y atrapadoras de radicales libres en estudios in vitro. Sin embargo,
su papel in vivo aun no esti claro ya que, su aparicion en plantas como una
mezcla compleja de compuestos polifenélicos crea grandes dificultades en el
andlisis de su biodisponibilidad y de sus efectos nutricionales y fisiologicos
(Prochazkova et al., 2011).

Se originan principalmente en las plantas que los sintetizan en gran cantidad,
como producto de su metabolismo secundario por lo que se pueden encontrar en
una gran variedad de plantas comestibles: frutos, hortalizas, bebidas (como té,
café, cerveza y vino tinto), en el aceite de oliva, en cereales y en algunas semillas.
El aporte de polifenoles en la dieta puede estar entre 50 y 800 mg/dia,
dependiendo del consumo de productos que lo contienen. Un nivel importante de
antioxidantes se alcanza cuando el consumo es de unos 800 mg/dia, que puede
lograrse con una dieta rica en frutas y hortalizas (Estrella-Pedrola, 2007).

Algunos polifenoles son indispensables para las funciones fisiolégicas vegetales.
Otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos
diversos.

La biosintesis de los polifendles como producto del metabolismo secundario de las
plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del acido
siquimico y la ruta de los poliacetatos (Quifiones et al., 2012).

Los polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias, con diferentes
estructuras y propiedades quimicas y actividades bioldgicas, englobando mas de
8,000 compuestos distintos. Quimicamente, son sustancias que poseen un anillo
aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo. Estos compuestos se pueden clasificar
en diferentes grupos en funcion del nimero de anillos fendlicos que contienen y de

los elementos estructurales que unen a los anillos (Manach et al., 2004).
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2.2.5. Compuestos fenélicos simples.

Son bésicamente fenoles sustituidos. El patrén de sustituciéon del anillo bencénico
por grupos —-OH se encuentra en posiciones 1,2-, 1,3- y 1,4-. Con tres
sustituyentes, el patron de sustitucion puede ser 1,3,5-, y si se trata de tres
sustituyentes idénticos se llama meta-tri-sustitucion. Como ejemplos se tiene al
resorcinol (1,3-dihidroxibenceno) y el floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno)
(Vermerris et al., 2006).

2.2.6. Acidos fendlicos y aldehidos.

Los acidos hidroxibenzéicos se caracterizan por la presencia de un grupo
carboxilo sustituido en un fenol. Como ejemplos estan el acido p-hidroxibenzodico,
acido galico, acido protocatéquico, acido salicilico y acido vanilico (Vermerris et
al., 2006).

2. 3. Enfermedades periodontales

2.3.1. Concepto

La enfermedad periodontal esta constituida por un grupo de cuadros clinicos de
etiologia infecciosa que producen lesiones inflamatorias con una elevada

capacidad destructiva local del tejido (Raspall, 2006).

2.3.2. Factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad periodontal

Existen diversos factores que inducen y favorecen la enfermedad periodontal
como los agentes irritantes, la placa dental y el sarro, los materiales de
restauracion, desechos de alimentos y la respiracion bucal (Raspall, 2006). De
todos los factores mencionados, la placa dental es el principal agente etiologico de
las caries y las enfermedades periodontales (Sepa, 2009), siendo la placa dental

una biopelicula, la cual se describird a continuacion.
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2.4. Biopeliculas.

2.4.1. Concepto.

En cualquier parte de la naturaleza, una biopelicula es una comunidad microbiana

sésil, caracterizada por células irreversiblemente unidas a una sustancia o

interfase y entre si, embebidas en una matriz extracelular de sustancias

polimerizadas producidas por ellas y que exhiben un fenotipo alterado con

respecto al grado de multiplicacion celular y transcripciéon de genes (Negroni,

2009).

2.4.2. Caracteristicas.

Las biopeliculas presentan caracteristicas relevantes, como:

Heterogeneidad fisiolégica. Dentro de la biopelicula se observa un amplio
rango de micronichos, separados unos de otras por minimas distancias,
pero con ambientes sumamente contrastantes por ejemplo la tension de O,
y CO,, pH, entre otras. Por lo tanto, células de la misma especie bacteriana
pueden tener estados fisiologicos diferentes y se pueden encontrar
especies bacterianas diferentes con distintas necesidades fisiolégicas. Esta
heterogeneidad explica, en parte, la mayor resistencia de las bacterias
cuando crecen en una biopelicula (Sepa, 2009).

Fenotipos. Cuando una bacteria crece siendo parte de una biopelicula
(forma sésil), manifiesta un fenotipo diferente al que presentan cuando
crecen suspendidas en un medio liquido (planctdnica). Los fenotipos de las
bacterias que crecen en la biopelicula les confieren una mayor resistencia a
los antimicrobianos e incluso, la resistencia se mantiene aunque se hayan
desprendido de la biopelicula, la cual se ilustra en la Figura 8 (Sepa, 2009).
Capacidad adaptativa. En condiciones desfavorables, la biopelicula puede
involucionar a estadios anteriores y en cuanto se presentan las condiciones
favorables, se desarrollan nuevamente (Sepa, 2009).

Resistencia a los antimicrobianos. La biopelicula es mas resistente a los
antimicrobianos probablemente debido a que estos llegan en menores

concentraciones (no efectivas para eliminar a las bacterias) a las zonas
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profundas de la biopelicula, a la proteccion de la matriz extracelular, a la
produccién de enzimas que inactivan los antibacterianos, entre otros (Sepa,
2009).
e Sefiales en la biopelicula. Las bacterias inmersas en la biopelicula se
comunican mediante sefiales quimicas e intercambio de material genético.
Esta comunicacion tiene influencia sobre la resistencia a antibacterianos,
produccion de factores de virulencia y en la estructura de la propia biopelicula
(Sepa, 2009).

2.4.3. Estructura.

Las biopeliculas se organizan en forma de colonias adheridas a diferentes
superficies, ya sean blandas, animadas e inanimadas. Estan formadas por 15-25%
de células y 75-85% de agua y matriz extracelular, generalmente contienen
polisacéaridos, aunque también pueden encontrarse proteinas, acidos nucléicos,
fibrina y calcio. Los microorganismos de la comunidad conviven, cooperan y se
comunican por sistemas de sefiales denominados “quorum sensing”, que regulan

la expresion de genes (Negroni, 2009).
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Figura 8. Esquema que representa las etapas presentes en un biofilm sobre su
sustrato (Diaz, 2011).

Se ha descrito que la biopelicula esta formada por dos estructuras principales:

- La capa salival o pelicula adquirida, formada por proteinas y glucoproteinas y
carece de bacterias. Tiene un grosor aproximado de 1-2 ym.

- La capa formada por microorganismos y polimeros extracelulares. Comprende
dos procesos: la colonizacion primaria y la colonizacién secundaria.

Colonizacion primaria.

Una vez establecida la pelicula adquirida, comienzan a depositarse las primeras
poblaciones bacterianas. Esta biopelicula suele estar compuesta por 20-30

especies bacterianas distintas (ver Figura 9). Mientras el resto de los factores se
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mantienen constantes, las bacterias se encuentran en equilibrio; en caso contrario

(consumo de azucares, bajo pH, mala higiene bucal), se produce un desequilibrio

en la poblacién y se favorece el desarrollo de especies que estaban en bajo

namero (S. mutans y lactobacilos). Los colonizadores iniciales presentes en

mayores proporciones son los estreptococos y actinomicetos. S. mitis, S. oralis y

S. sanguinis presentan adhesinas de alta afinidad con los componentes de la

pelicula salival adquirida. Ademés, poseen la capacidad para producir IgA-1,

(proteasas no producidas por S. mutans), que confieren una ventaja para

comportarse como pioneros en el establecimiento de la comunidad bidtica que

constituye la biopelicula (Negroni, 2009).
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Figura 9. Tipos de bacterias involucradas en la colonizacion de una superficie

dental (Modificada de Kolenbrander, 2002).
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Colonizacién secundaria.

En esta etapa, la biopelicula sufre modificaciones estructurales y aumenta en
grosor y complejidad. Adicionalmente, se producen fendmenos de coadhesion
interbacteriana intraespecifica e intergenérica. La coadhesion intraespecifica se
debe a los constituyentes de la saliva, S. sanguinis, S. oralis y A. naeslundii, a
través de los polisacaridos extracelulares (PEC) de S. mutans y A. naeslundii. La
adhesidn intergenérica se da a través de los constituyentes de la superficie de las
bacterias de diferentes géneros y especie asociados a fimbrias, tal es el caso de la

agregacion entre A. naeslundii y estreptococos orales (Negroni, 2009).

2.5. Caries dental.

2.5.1. Concepto.

La caries dental se puede definir como una enfermedad microbioldgica infecciosa
que resulta en la destruccion localizada de los tejidos duros calcificados dentarios
(esmalte, dentina, cemento). Es causada por la produccion de acidos por las
bacterias y se manifiesta por el oscurecimiento y reblandecimiento progresivo de

dichos tejidos, con su posterior pérdida (Palma-Cardenas et al., 2007).

2.5.2. Etiologia.

Para explicar el origen de la enfermedad de la caries y sus lesiones, se recurre al
diagrama de Keyes (Diagrama 1), que considera a la caries como una
enfermedad donde deben intervenir tres factores al mismo tiempo: huésped,
microbiota y dieta.
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Diagrama 1. Diagrama multifactorial de Keyes (Modificado de Sacyl, 2006).

2.5.3. Microorganismos relacionados con la caries dental.

Los principales microorganismos relacionados con la caries dental son:

Streptococcus mutans, participa en el desarrollo inicial de la enfermedad ya
gue produce ciertas condiciones favorables para otros microorganismos. En
segundo lugar se encuentra S. sobrinus.

Lactobacillus spp. y Actinomyces spp. que participan en la progresion de las
lesiones establecidas.

Candida albicans, es capaz de sobrevivir y proliferar en medios acidos.
Otros estreptococos: S. salivarus, S. mitis, S. anginosus, S. gordonii, S.
oralis y S. sanguinis, tienen baja capacidad para descender el pH.
Actinomycetes, poseen la capacidad de formar Iévanos a partir de sacarosa
(Sacyl, 2006).
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2.5.4. Factores de virulencia de los microorganismos relacionados con
caries dental

e Acidogénesis. Los azucares son metabolizados por la via glicolitica y
finalmente se produce acido lactico, principalmente; es asi como se alcanza
un pH entre 4.5-5.5, critico para el proceso de desmineralizacion.

e Acidofilia. Un pH &cido favorece el crecimiento de S. mutans e inhibe
simultdneamente el de microorganismos comensales como S. sanguinis, S.
gordonii y S. oralis.

e Sintesis de polisacaridos extracelulares, principalmente a través de
enzimas denominadas glucosiltransferasas.

e Sintesis de polisacéaridos intracelulares, se almacena glucogeno como
fuente de glucosa ante la falta de ingreso de ésta.

e Sintesis de proteinas que ligan glucano, son proteinas asociadas a su
pared celular y son importantes para la acumulacion de S. mutans en
presencia de sacarosa, al formar un puente que une las superficies
celulares de los microorganismos a la matriz extracelular de polisacaridos.

¢ Adhesinas, S. mutans presenta adhesinas de superficie de la familia Spa,
también llamada de antigeno I/ll, participan en el proceso de adherencia a
las glicoproteinas salivales y otros microorganismos.

e Proteina asociada a la pared celular (WapA), permite la adhesién a las
caras libres de la pieza dental (Negroni, 2009).
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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 nuestro pais datan del siglo XVI, durante este 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 Cddice 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. Asimismo en las Ultimas décadas del siglo pasado y en este siglo
gue 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 tecnolégica, 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 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 econdémica 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 niamero 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.

Con base en estos antecedentes, el presente proyecto de investigacion planted
determinar la actividad antibacteriana y antibiocapa del extracto total y de las
fracciones de acetato de etilo y metandlica derivadas del fraccionamieto primario

de la cincoyaga.
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4. OBJETIVOS.
4.1 OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general del presente proyecto de investigacion consiste en evaluar el
potencial para inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas de la cavidad oral y la
formacion de biocapa por la especie Tagetes patula (cincoyaga). Para cumplir con

el objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos particulares:

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Preparar el extracto metandlico a partir de las partes aereas de Tagetes
patula (cincoyaga).

e Realizar el fraccionamiento primario del extracto activo, empleando para
ello, métodos cromatograficos convencionales y procesos de
fraccionamiento por reparto.

e Determinar el efecto de las fracciones del extracto metandlico de la
cincoyaga sobre el crecimiento de bacterias del grupo viridans utilizando el
método de microdilucion en placa de 96 pozos.

e Determinar el efecto del extracto metandlico y de las fracciones activas de
la cincoyaga sobre la formacion de biocapas monoespecie por S. mutans
utilizando el método de cristal violeta.

e Determinar el conteo de flavonoides y fenoles totales como estudio quimico

preliminar.
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL.
5.1 MATERIAL VEGETAL.

La muestra de cincoyaga se recolecté en el pueblo de San Jer6nimo 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 LA CINCOYAGA.
5.2.1 Obtencién del extracto metandlico total.

El material se deseco, y se conservo a temperatura ambiente. Posteriormente, el
material seco se trituré6 manualmente. Se realizo la extraccién del material triturado

utilizando un método de infusion con agua desionizada.

Se realiz6 el primer fraccionamiento de la infusién utilizando la resina Amberlita
XAD-16 con un tiempo de agitacion de 5 horas, como paso siguiente se realizé
una desadsorcion con metanol. La fraccion resultante se concentr6 a presion

reducida con ayuda de un rotaevaporador.

5.2.2 Cuantificacion de flavonoides totales por el método de Kumazawa

modificado a partir del extracto metandlico total.

La determinacion de flavonoides totales se realiz6 en placas de 96 pozos,
siguiendo la metodologia de Kumazawa y colaboradores (2004). Se adicionaron
100 pL de soluciéon de la muestra (1 mg/mL), y 100 pL de solucion metandlica de
AICI; al 2%. Se dej6é incubar a temperatura ambiente una hora y se midi6 la
absorbancia a 415 nm en un lector de ELISA BIO-RAD Benchmark. El ensayo se
realizd por triplicado y los resultados se presentan como el promedio de las

determinaciones.
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En la Grafica 1, se muestra la curva de calibracion de quercetina que se construyo
en un intervalo de concentracion entre 5-80 mg/mL, con el fin de espresar los

resultados como equivalentes de quercetina por gramo de extracto (Mggquercetina/Jext
o mg EQ/qg).
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Gréfica 1. Curva de calibraciéon para determinar el contenido de flavonoides

totales.
5.2.3. Determinacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu.

Se utiliz6 la metodologia descrita por Singleton y colaboradores (1965) con
algunas modificaciones. Se agregaron 800 pL de la disoluciéon de metanol al 50%
del extracto total, por triplicado y se reposé por 8 minutos en la oscuridad.
Finalmente, se adicionaron 50 uL de Na,CO3; al 20% y se guard6 la mezcla de
reaccion por una hora. Por Gltimo se realiz6 una lectura en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 760 nm. en un lector de ELISA BIO-RAD Benchmark. El
ensayo se realizd por triplicado y los resultados se presentan como el promedio de

las determinaciones.

En la Grafica 2, se muestra la curva de calibracion de acido galico que se

construy6 en un intervalo de concentracion entre 10-200 mg/mL, con la finalidad
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de expresar los resultados como equivalentes de &cido galico por gramo de

extracto (Mg ac.gaico/Jext 0 Mg EAG/Q).
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Grafica 2. Curva de calibracién para determinar el contenido de fenoles totales.

5.2.4 Fraccionamiento secundario del extracto metandlico total.

El proceso de fraccionamiento secundario se realizé utilizando una porcién de la

fraccibn metandlica. El proceso se realiz6 utilizando cromatografia a presion

reducida (conocida por sus siglas en ingles como VCL) y como fase movil mezclas

de acetato de etilo-metanol en gradiente de polaridad. El proceso permitio la

obtencion de dieciséis fracciones combinadas que se analizaron por cromatografia

en capa fina y se combinaron aquellas que presentaron similitud.

Cuadro 6. Fraccionamiento secundario del extracto metandlico total.

Fraccion Disolvente Proporcion Muestra (Q)
I AcOEt 100 1.2081
Il AcOEt-meOH 95:5 0.6844
1] AcOEt-meOH 90:10 0.4999
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Continuacion cuadro 6. Fraccionamiento secundario del extracto metandlico total.

vV AcOEt-meOH 85:15 0.2316
\% AcOEt-meOH 80:20 0.0711
VI AcOEt-meOH 75:25 1.7602
VIi AcOEt-meOH 70:30 0.0024
VI AcOEt-meOH 65:35 0.7360
IX AcOEt-meOH 60:40 0.0012
X AcOEt-meOH 55:45 1.1995
Xl AcOEt-meOH 50:50 0.3584
XIl AcOEt-meOH 40:60 0.4718
X AcOEt-meOH 30:70 0.7877
XV AcOEt-meOH 20:80 0.4164
XV AcOEt-meOH 10:90 0.1106
XVI meOH 100 0.2617

5.2.5. Aislamiento de la patuletina a partir de la fraccién F-1.

A parir de la fraccion F-1 precipito de manera espontanea un polvo de color
amarillo el cual se purificé por recristalizacion con metanol el compuesto c-1. Este
compuesto se caracterizO por comparacion de sus constantes espectroscopicas,
espectrométricas y RF con las de una muestra autentica aislada a partir de

Tagetes erecta como la patuletina (Jiménez, 2013).

5.3 ENSAYO BIOLOGICO.

5.3.1 Microorganismos de prueba.

Los microorganismos de prueba utilizados para determinar la actividad
antibacteriana del extracto metandlico y del fraccionamiento secundario de las
partes aéreas de la especie Tagetes patula, fueron Streptococcus mutans, S.

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

5.3.2 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

La actividad del extracto metandlico y de sus fracciones secundarias de las partes
aéreas de Tagetes patula sobre la bateria de bacterias de prueba se determind
utilizando el método de microdilucion en placa de 96 pozos.

Las cepas de las bacterias Streptococcus mutans, S. oralis y S. sanguinis, se
utilizaron conservadas en glicerol a -64°C. Cada una de estas bacterias se incub6
por 24 h, en caldo BHI para reactivar las cepas, después se resembraron en caldo
BHI, y se incubaron por 4 horas, posteriormente la suspension de células se ajusto
a una concentracion de 1x10° UFC/mL. Posteriormente se agregé medio de cultivo
con 1% de sacarosa (80 pL). Para la realizacion del bioensayo en cada pozo se
coloco el medio de cultivo, (BHI) (80 pL) y en el primer canal se adicionaron las
sustancias de prueba a partir de las cuales se realizaron diluciones seriadas (2-
0.01563 mg/mL). Posteriormente se adiciond6 1 x10° UFC/mL de microorganismo
de prueba (20 pL). Las CMiIs se determinaron por duplicado.

Finalmente las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37°C en una
incubadora Symphony VWR 98000-362. En el Cuadro 6 se muestran los controles

utilizados para el ensayo biolégico.
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Cuadro 7. Controles para el ensayo biologico

Control Medio de cultivo Sustancia de Condiciones
prueba
Control de Con inoculo - 37°C
disolvente*
Control negativo Con inoculo - 37°C
Blanco Sin inéculo - 37°C
Control positivo Con inoculo Gluconato de 37°C
clorhexidina (CHX)
al 0.12%

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

Las bacterias se incubaron en condiciones aerobias, el crecimiento se estimo
espectroscopicamente (Agso 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 inhibe el crecimiento bacteriano en el pozo de dilucion.

5.3.3 Inhibicién de la formacion de biocapa por Streptococcus mutans.

El ensayo se realizd en una placa de 96 pozos, en donde se agregaron 100 uL del
caldo BHI, posteriormente, se adicionaron 100 pL del extracto metandlico y de sus
fracciones activas de prueba (I y IV) y se realizaron las diluciones seriadas. Como
paso siguiente se adicionaron 80 uL de medio BHI enriquecido con 1 % de glucosa
y finalmente 20 pL de la suspensioén bacteriana (1x10° UFC/mL). En la Figura 10
se resume la distribucion de las sustancias probadas en el bioensayo.

La placa de 96 pozos se incubd en condiciones aerobias a 37 °C por 72 h.
Posteriormente, la formacion de las biocapas se cuantific6 mediante la
metodologia de Hwang y Rukayadi (2006), en la cual después de las 72 h, la placa
se lavo con agua desionizada con la finalidad de eliminar las bacterias que no se
adhirieron y después de ello, se eliminé el agua; a continuacién se agregaron 100
uL de etanol en cada pozo (95 %) para que las bacterias que se adhirieron se
fijaran y se dejaron secar a temperatura ambiente en una corriente de aire.

Inmediatamente, se afadieron 200 uL de cristal violeta (0.4 %) a cada pozo con la
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finalidad de tefiir a las bacterias y se incub6 a temperatura ambiente por 45 min;
una vez trascurrido ese tiempo, la placa se lavdé con agua desionizada y se
agregaron 200 uL de etanol dejandola reposar otros 45 min, posterior al tiempo
establecido se tomaron 100 uL de cada pozo y se transfirieron a una placa de 96
pozos para leer su absorbancia a 565 nm con un lector de placas. Se utilizé6 como
control positivo 80 uL de gluconato de clorhexidina (CHX) al 0.12 % y como control
negativo el indculo de la cepa sin tratamiento.

Se considera que el 100 % de adhesidén corresponde a la absorbancia de los
pozos con la bacteria sin tratamiento y con base en los resultados de la
absorbancia de los pozos con tratamiento se calcularon los porcentajes de
inhibicion de cada extracto.

Replica 1 Replica 2 Replica 3
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Figura 10. Esquema de la placa utilizada en el ensayo de la inhibicion de la biocapa.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

La seleccion de la especie Tagetes patula se realizé considerando su amplio uso
en la medicina tradicional, para tratamiento de afecciones de etiologia bacteriana,
tratamiento de heridas, fiebre y trastornos hepéticos (Farjana, 2009).
Considerando los resultados biolégicos obtenidos durante este estudio hace mas
interesante la eleccion de esta especie como objeto de estudio, también abre una

amplia gama de perspectivas para la obtencién de nuevos principios activos.

Las partes aéreas de la cincoyaga se extrajeron utilizando un método de infusion.
El extracto obtenido se fraccioné utilizando Amberlita XAD-16. Posteriormente, los
componentes adsorbidos en la resina se recuperaron utilizando metanol como
disolvente. Como resultado de este proceso se obtuvieron 67.5 g de un sdlido de

color &mbatr.

6.1 Concentracion de flavonoides totales presentes en el extracto metandlico

total de la cincoyaga.

El contenido de flavonoides totales se determin6 mediante el método de
Kumazawa, los resultados obtenidos indican que el extracto metandlico posee una
concentracion de flavonoides de 222.87 mg equivalentes a Quercetina/g extracto.
Es importante destacar que en el cuerpo humano, la contribucion de los
flavonoides al sistema de defensa antioxidante es sustancial ya que el consumo
diario de flavonoides puede estar entre 50 y 800 mg; este consumo es alto
comparado con el promedio del consumo de vitamina C (70 mg), vitamina E
(10mg) o carotenoides (2 mg) (Peterson, 2000). Por otra parte, es importante
destacar que la cincoyaga también presenta un mayor contenido de flavonoides
totales que Tagetes erecta L. Esta especie contiene de 97 mg RE/g (Ying Gong,
2011).
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6.2 Concentracion de fenoles totales presentes en el extracto metandélico.

La determinacion de la cantidad de fenoles totales presentes en el extracto
derivado de la cincoyaga se realizo utilizando el método de Folin-Ciocalteu, el cual
es considerado como uno de los mejores y mas antiguos métodos para determinar

el potencial antioxidante en productos naturales (Prior et al., 2005).

Como resultado del proceso se encontr6 que el extracto metandlico de la

cincoyaga contiene compuestos fendlicos en cantidades significativas.

Al comparar el contenido de fenoles totales del extracto metandlico total de la
cincoyaga (226.24 mg AG/g extracto) con los contenidos descritos en la literatura
para bebidas y frutos con reconocida actividad antioxidante y alto contenido de
fenoles totales, se encuentra que el extracto metandlico de la cincoyaga, presenta
un mayor contenido de fenoles totales que la cascara de uva roja (106 mg AG/ g

muestra), el té negro (194.1 mg AG/L muestra) (Chavez et al., 2002).

6.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto metandlico y de

sus fracciones secundarias de la cincoyaga.

Con el objeto de evaluar la actividad antimicrobiana del extracto metandlico y de
las fracciones secundarias del extracto de la especie Tagetes patula, se disefio un
experimento en el que se evalla la capacidad del extracto metandlico y de las
fracciones para inhibir el crecimiento de un panel de bacterias de la cavidad oral
utilizando el método de microdilucion en placa. El control positivo que se utilizé fue
el gluconato de clorhexidina. Este compuesto pertenece al grupo de las biguanidas
y €s un antimicrobiano antiséptico muy utilizado, de amplio espectro y es activo en
técnicas in vitro contra un gran numero de bacterias (Martinez et al., 1998;
Nolasco, 2011). El gluconato de clorhexidina es especialmente eficaz frente a
estreptococos del grupo mutans, estreptococos simples, Selenomonas sp Yy
Propionibacterium sp, en concentraciones elevadas suele ser bactericida y en

concentraciones bajas, bacteriostatico (Nolasco, 2011).
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En este estudio se evalud el efecto inhibitorio de crecimiento de bacterias del
extracto metanolico de las partes aéreas de Tagetes patula y de las fracciones
secundarias derivadas del extracto sobre bacterias de la cavidad oral (S. mutans,
S. sanguinis y S. oralis). Los resultados resumidos en los Cuadros 7 y 8 muestran
qgue el crecimiento de todas las bacterias evaluadas fue inhibido por el extracto
metandlico con CMIs en un rango de 1 a 2 mg/mL. Para las bacterias
Streptococcus sanguinis y S. mutans las CMIs fueron de 2 mg/mL. Si bien estas
concentraciones son consideradas altas, en articulos recientes se describe que los
extractos con actividades por encima de 1 mg/mL pueden ser una fuente
prometedora de compuestos activos, un ejemplo es descrito en el articulo
“Minimum inhibitory concentrations of medicinal plants used in Northern Peru as
antibacterial remedies” en el cual se reporta una CMI de 64 mg/mL para un
extracto acuoso de Tagetes erecta sobre Staphylococcus aureus (Bussman et al,
2010).

Posteriormente, se realizdé un fraccionamiento primario utilizando Amberlita XAD-
16. El resultado de este proceso permitid la obtencion de 3 fracciones que se

combinaron por similitud cromatografica.

Las fraccibnes combinadas se recromatografiaron en una columna a presion
reducida, como fase estacionaria silica gel y como eluyente mezclas de acetato de
etilo-metanol (Cuadro 6). Como resultado de este proceso se obtuvieron 16
fracciones combinadas (Cuadro 9). Estas fracciones se evaluaron para conocer su
efecto sobre el crecimiento de las bacterias Streptocpccus mutans, S.oralis y S.
sanguinis. Los resultados indican que las fracciones tuvieron CMIs en un rango de
0.25-2.0 mg/mL. La fraccion | present6 CMI méas baja sobre Streptococcus oralis
con 0.25 mg/mL, seguida de las CMIs de 0.5 y 2.0 mg/mL obtenidas para las
bacterias S. sanguinis y S. mutans, respectivamente. La fraccion IV presento la
mejor CMI sobre la bacteria S. oralis (1 mg/mL) seguida de las bacterias S.

mutans y S. sanguinis con un valor de 2 mg/mL, respectivamente.
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Cuadro 8. Evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto metandlico total

de las partes aéreas de Tagetes patula.

Bacteria de prueba CMI
(mg/mL)

Streptococcus mutans 2.0

Streptococcus sanguinis 2.0

Streptococcus oralis 1.0

CMI: concentracion minima inhibitoria. Se utilizé gluconato de clorhexidina como

control positivo.

Cuadro 9. Evaluacion de la actividad antibacteriana del fraccionamiento

secundario del extracto metandlico total de las partes aéreas de Tagetes patula.

Fraccion Streptococcus Streptococcus Streptococcus
mutans (mg/mL) sanguinis oralis
(mg/mL) (mg/mL)
I 2.0 0.5 0.25
Il 2.0 <2.0 2.0
11 2.0 <2.0 2.0
\Y% 2.0 2.0 1.0
V 2.0 2.0 2.0
CHX 0.31 0.64 0.64

CMI: Concentracion minima inhibitoria. Se utilizé gluconato de clorhexidina como
control positivo.

6.4. Aislamiento de la patuletina a partir de la fraccion F-I.

El fraccionamiento secundario permitié el aislamiento de la patuletina a partir de la
fraccién que presenté una mayor actividad bioldgica (F-1) la cual se monitoreo por

cromatografia en capa fina precentando una mayor cantidad de compuestos.

Este flavonoide glicosilado ha sido aislado a partir de Eriocaulon buergerianum, y
se determino la concentracién minima inhibitoria evaluada sobre el crecimiento de
Staphilococcus aureus obteniendo una CMI de 64 pg/mL (Jing-Jing, 2007). Otras
investigaciones han revelado que la patuletina presenta actividad antiespasmadica
(lwu, 1993).
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OH O

HO O OH

OH

Figura 11. Estructura quimica de la patuletina 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-

6-metoxicromen-4-ona (Ilwu, 1993).

6.4 Inhibicion de la formacién de biocapa por Streptococcus mutans.

La etiologia de la caries se encuentra bien establecida y la colonizacion bacteriana
es un paso importante para las enfermedades de la cavidad oral, dando lugar a la

formacion de las biocapas (Nishimura et al., 2012).

Streptococcus mutans es considerada como la bacteria responsable de las caries
dentales debido a sus propiedades acidogénicas junto con su capacidad para
sintetizar glucanos extracelulares a partir de sacarosa catalizada por GTFs (Marsh
& Bradshaw, 1995).

Como se mencion0 anteriormente, la determinacion del efecto sobre la formacion
de la biocapa por la especie S. mutans se realizé siguiendo la metodologia de
Hwang & Rukayadi (2006). En este meétodo se consider6 como el 100 % de
adhesion a la medida de absorbancia del carril sin tratamiento, y con base en este
resultado se calcularon los porcentajes de inhibicién para los extractos de prueba.

Por altimo, es importante destacar que se evaluo6 el extracto metandlico total y sus
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fracciones activas (I y IV) las cuales mostraron tener actividad biolégica para el

ensayo de CMI.

Como resultado de este ensayo, se obtuvo que, para el extracto metanolico de la
cincoyaga el porcentaje de inhibicion de la biocapa fue de 27.646 + 1.242 % a una
concentracion de 1 mg/mL; para el caso de la fraccion |, la inhibicion con 0.5
mg/mL fue de 51.051 £ 2.099 %; en tanto que para la fraccion IV fue de 25.687 +
0.701 % a una concentracion de 1 mg/mL. Estos resultados son comparables a los
reportados por Koo y colaboradores (2002) cuando se evalud el efecto de

propéleos recolectados en Brasil sobre la formacién de biocapas por S. mutans.
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7. CONCLUSIONES

El contenido de flavonoides y fenoles totales del extracto metandlico de la
cincoyaga fue de 222.87 mg EQ/g extracto y 226.24 mg eq. AG/g,

respectivamente.

La fraccion metandlica derivada del fraccionamiento primario utilizando Amberlita
XAD-16 tuvo una moderada actividad contra las bacterias ensayadas. La bacteria
S. oralis present6 una CMIs de 1 mg/mL en tanto que S. mutans y S. sanguinis

tuvieron una concentracion mayor al limite de 2 mg/mL.

La fraccion | derivada del fraccionamiento secundario demostr6 una potente
actividad antibacteriana con CMIs de 0.5 mg/mL para Streptococcus sanguinis y
0.25 mg/mL. Por otra parte, la fracciéon IV tuvo una CMI de 1 mg/mL contra

Streptococcus oralis.

El estudio quimico de la infusiébn de la cincoyaga permité el aislamiento de la
patuletina con una CMI de 0.5 mg/mL para Streptococcus oralis y 0.25 mg/mL

para S. sanguinis.

El extracto metandlico de la cincoyaga demostré una excelente actividad
inhibidora de formacién de la biocapa monoespecie de S. mutans con un
porcentaje de 27.646 + 1.242 %, la fraccion | de 51.051 + 2.099 % vy la fraccion IV
de 25.687 + 0.701 %. La inhibicién de la formacion de biocapas por el extracto y
las fracciones derivadas de la cincoyaga es comparable a la del control positivo
gluconato de clorhexidina (17.890 + 0.12 %).
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8. PERSPECTIVAS

» Realizar la purificacion de las fracciones restantes para obtener
compuestos puros minoritarios y realizar su elucidacion estructural
empleando técnicas espectroscopicas estructurales.

» Evaluar las fracciones obtenidas a partir de las partes aéreas de la especie
Tagetes patula 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
esta especie, tomando en cuenta el estudio presente.

» Realizar estudios de los principales compuestos presentes en las fracciones
de Tagetes patula sobre la contraccion y relajacion del intestino delgado en

un modelo animal.
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