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RESUMEN

Al inicioc de este trabajo se conocia la necesi-

dad de conocer las bases sAlidas para el emplec de

KIigEfééLfiggléé como apt;@i&%égiéﬁgg que es tan
popular en el area rural de BGuatemala. Otros de
sus usps vya habian sido estudiados y se - habla
confirmado su efectividad en los mismosy fue esta
la motivacién principal para realizar este estudio.

Para lograr 'la elucidacién de los grupos
funcicn%les presentes en el (los) compuesto (s) con
l1a actividad se hizo un sirupe del extracto de la
planta vy se comprobd su actividad; luego mediante
distintas técnicas cromatograficas (cromatografia
en capa fina, en capa fina preparativa y en
columna) v después de la seleccion de los solventes
adecuados se consiguio la separacion del compuesto
can la mayor pafte de la actividad, aunque hay
otros componentes de la .planta que tambien
presentan esta propiedad antimicrobiana. E1l
compuesto encontrado fue la 7~met§xi-cumarina, que
también preaentaupropiedades antiespasmbdicas, las

cuales fueron comprobadas anteriormente en otros

estudicos.



7-metoxi—~cumarina

Después de haber encontrado el compuesto fue
probada su actividad contra diferentes especies

bacterianas.



JUSTIFICACION:

El wuso de Taggtes lucida es muy extendido en

toda América Latina, en rituales y ceremonias reli-
giosas, tanto como en la curacién de muchas
afecciones.

Los indigenas le atribuyen una serie de pro-
piedades, entre estas la de ser un antibiotico muy
efaectivo, En otras plantas de la familia Composi-~
tae y ain del género Tagetes esta actividad ha sido
comprobada.

Un- ensayo microbiolégico de fototoxicidad de
mat.rialél de plantas, reporto que el aguenio de
las maravillas (de la familia Compositae), producia
fototoxicidad formando una zona clara de inhibicion
del crecimiento de Candida albicans, después de
irradiacién prolongadé en el UV. Gran numero de
otras especies de Compositae son también fototoxi-

cas hacia Candida. (11).

lLa recién descubierta capacidad fotoasintetiza-
dora de poliacetilenos de las plantas superiores
puede extenderse para inc{uir ciertos de sus deri-
vados de tiofeno como alfa-tertienil y 5~ (3-buten-
1-ipil)-2,2'~bitienil (BBT). Emtos derivados de

azufre, gue son de amplia ocurrencia en ciertos



generos de la familia Compositae, zon letales a
bacterias, levaduras Yy otros horngos, nematodos y
peces. Alfa~tertienil y BBT a menudo se localizan
en las ralces de las especies de Compositee, e.9q.
Tagetes, aunque 2n otras especies se encuentran en
lag hojas vy otras partes aéreas de la planta.
(12).

Pebido & la carencia de un trabajo sistematico
de las propiedades antimicrohianas de Tagetes

lucida se emprendid éste trabajo.




MARCO TEORICO

A. Revisiédn Botanica

La familia Compositae es la m&s grande del
grupo de las plantas vasculares, Yy se estima que
los géneros contenidos en ella son 930 y las
especies llegan a 2@,0@0. Estan distribuidas en la
mayor parte de l=& tierra v en casi todos los
habitats. La mayoria son herbaceas aunque cerca de
2% son adrboles o arbustos.

La ’familia ge reconoce generalmente por la
intlorescencia, una cabeza involucra, lag corolas
gamopetalosas de 3 lobulos, la presgencia de un
papo, el ovario inferior bicarpelado, uniloculado
con un 'sola 4dvulo basal vy los O estambres. El
fruto seco gque no se abre con una semilla sin
endosperma, es también distintivo.

La clasificacion de Cessini respecto de las
familias ofrece 2 subdivisionéﬂ primarias:

1) Las Tubifloreae con 12 tribus todas caracteriza-
das por la corola con las” flores en disco tubulares
bilabiadas y por-la ausencia de canales lactiferos.
-2) Las Ligulifloreae son s6lo una tribu que se

distingue porgue sus flores son todas liguladas vy



tienen canales lactiferos anastomosados.

Entre las tribus de Tubifloreae estéd el género
Helenieae y entre los generos de esta tribu se
encuentra Tagetes.

Desde el punto de vista econdmico la familia
Compositae es de importancia considerable. Algunos
de gus miembros soOn ;omestibles, otros ornamen—
tales y otros son usados en grado limitado en

preparaciones medicinales. (30).

Familia Compositae:
Hierbas, arbustos y é&rboles con savia usualmen-—

te lechosa. Las hojas alternadas, opuestas O rara-

mente en verticilo, pinnadas, simples, palmadas
lobuladas, divididas y compuestas, frecuentemente
en rosetas basales, o como matorral en forma de

aguja 6 reducidas a escamas en algunas xerofitas,
decurrentes o a veces auriculadas, estipuladas. La
inflorescencia primaria es indeterminada, un ca-
pltulo de pocas fiores con o Sin brécteas, éstas a
menuda cascarudas y escariosas, deciduas O persis-—
tentes. El Eeceptaculm puede ser de formas varia-
das; aplanado, en forma concava, convexa, y conico
o columnar, y .encerrado por una o mas series de
bracteas distintas o connato variadoy 1as_.f10res

bisexuales Yy unisexuales (las plantas monoicas,
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algunas veces dioicas). £l cAliz e considera
generalmente representado por un  papo (caliz
reducido altamente modificado), en apariencia

ausente, el papo muy diverso en su forma y tipoj la
corola gamopetalosa y derivada por la unian congeée-—
nita de 5 pétaleos, representada por uno de los
siguientes tipos: | |
a) Corola tubular o discoide: & labulos con  un
tubo conspicuc y comunmente una rama corta.
b) Corola ligulada o en raygsi con -3 dientes
apicales y un tubo muy.cmrto.
c) Corola bilabiada: modificacién de una corola
tubular y con 3 lébulos (dentada) el labio
superiar ¥ 2 labios inferiores delgados Y
curvos;

Las corolas liguladas o en rayos se restringen
a la periferia de la cabeza radiada o pueden cubrir
completamente el receptaculo (entonces la cabeza es
ligulada). Cuando son periféricas, sON neutras o
pistiladas, cuando tienen una cabeza ligulada son
comunmente bisexuales o unisexuales y las plantas
diocicasj las cnrnlaé tubulares o discoides puedan
ocupar completamente el receﬁtéculo (entonces la
cabeza es discoide) ¢ todo el receptaculo, excepto
la periferia, vy son comunmente bisexuales (algunas
veces unisexuales y las plantas monoicas O dioi-
cas)y 5 estambres, eplpetalosos, reproduccion

sexual (anteras coherentes a veces), las anteras



introrsas, de 2 células, que se abren en forma
longitudinal, formando wun cilindro alrededor del
estilo, a menudo con varios apéndices en el apice o
en la base del saco de la antera, los filamentos
s0on distintos y enrollados; un pistilo, el ovario
inferior unilocular, con un solo dvulo basal ana~-

traposo, 2 carpelos y un estilo delgado, usualmente

en dos ramas o las ramas bifidas, 2 estigmas, las
superfiries - a menudo muy restringidas, de varias
formas; el fruto seco, no se abre, puede que este
comprimido, coronado o accesorio con cualgquiera de

una gran variedad de tipos de papo persistente o
deciduo, & sin papo, algunas veces envuelto por una
bractea persistente; la semilla con un embridon

grande recto y sin endosperma. (3@).

Género Tagetesal

Es un género diverso compuesto por especies de
olores muy fuertes, algunas de las cuales son cono-
cidas como ‘“maravillas”. Se epHtienden desde el
sudoeste de los Estados Unidos basta Argentina, vy
el Area donde hay gran diversidad es en el centro vy
sur de México.

Algunas especies han quedado establecidas en
la horticultura y hay evidencia de su cultivo y uso
extensivo por las tribus indigenas mexicanas y de
Sudamérica desde mucho tiempg antes de la llegada

de los conguistadores. Los indigenas precolombinos



crelan gque muchas de las "maravillas" mas aromati—
cas tenian propiedades migicas y de salvar vidas.
De hecho, estas plantas, ya sea de fuentes cultiva-—
das o no, tenian gran variedad de usos religiosos vy
mundanos. (38).

Las "maravillas”" estan entre las plantas mas

comunes & la orilla de los camines de Guatemala en

el otofo. Hay gran controversia acerca de donde se
arigind Tagetes. Todas las regiones donde se en-—
cuentra tienen ciudades que hace mucho tiempo

fueron puertbs para barcos espafoles: el este de la
India, el norte de Africa, Fortugal, Centro Ameérica
¥ también Espafa. Una razén para la confusion ha
sido que en todas estas areas hay ritos religiosos
muy antiguos en los cuales se usa Tagetes. el
botanice aleman Leonhard Fuchs que nombro este
género en el siglo XVI, dijo que el lugar de origen
era el Nuevo Mundo, este nombre fue luego adoptado
por Linneo. Dos puntos que soportan esta asevera-—
ciébn son el hecho que las especies de Tagetes se
muestran en esculturas mayas hechas en los dias
grandes de esas civilizaciones (1000 A.C.) vy que
aqui se le dio un nombre indigena ("cempoalxochitl"

en aztecal. {(8).

Estas planfég son muy usadas en los ritos in—
digenas del Dia de los Santos y el de los Muertos.

Esto es lo que queda de su uso precolombino referi-
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do a rituales. (8). Aunque estas celebraciones son
parte del calendario religioso catodlico, las cos-
tumbres se deben al sincretismo con la religiédn
indigena. Aunque muchos indigenas aln las emplean
de modo similar gue sus ancestros, la educacién vy
el efecto de égta sobre la supersticidn ha dismi-
nuico mnotablemente su uso en la actualidad. (35).

A rasi todas laé especies mexicanas de Tagetes
se les ha dado un uso "practico". Las partes de la
planta mas Utiles son la cabeza de las flores y las
hojas, estas 2 partes tienen grandes cantidades de
gléndulas gque son la fuente de los acelites, eésteres
y fenoles. Las infusiones (reposo en agua caliente
sin que ésta hierva) y cocclones (con ebullicidn)
se hac;n de las partes de la planta, se elaboran
cataplasmas de la; hojas y en algurios casos esta se
pulveriza entera. (35).

Los umos medicinalew reportados se pueden divi-
dir en categorias generales:

a) Analgésicos

b} Antisépticos

) Antiespasmbdicos
d) Carminativos

e) Diuréticos

f) Expelentes

9) Estimulantes

h) Vermifugos

i) Repelentes
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Los atributos mAgicos que se dan a estas plan-—
tas son evidentes. Rose reportd en 1899 que

Tagetes lacide era una de las plantas medicinales

mas usadas en el oeste de México. (39,

Tagetes lucidas

El nombre "pericion" est& bien establecido en
Guatemala, hay aldeas que llevan el nombre de "EI
Fericon" en El Quiché y Huehuetenango. Se le co-
noce como "liyad" en Totomicapan vy en LQuezal tenango
como "Hierba de San Juan". (34).

El nombre ﬁés coméin que se le ha dado a T.
licida en México es "pericon'", que significa que
éste se. adapta para todos los usos. OQtros nombres
que se le da son Cravo de defunto, curucumin (en
Michoacén), flor de Santa Maria, flor de tierra
dentro, guia laga zaa, hierbanis, hierba de 5an
Juan, hierba de Santa Maria, hipericéon, iva, jolo-
mocox, liya, pericdn, pericon amarillo, periquillo,
Santa Maria, Sweet Mace (en horticultura), tumutsa-
1i, uca, hierba nil, hierbanis, anisillo (en el
valle de México), hierba anis . (en San Luis Potosi).
(1@y, (31), (32), (3F3).

En su mayoria se encuentra en campos abiertos,
en bosques de cedro y algunas veces en laderas de
colinas rocosas Secas); 4 una altura entre 1,000 vy

2,20@ m. Se ha reportado gue existe en Fetén,
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Jalapa, Guatemala, Sacatepégquez, Chimaltenango, El
Quiché, Huehuetenango, San Marcos, México (34) [es
abundante en los estados de Nayarit vy Jalisco,
México, Veracruz, Hidalgo, Michoacén, Durango,
Chihuahua, Zacatecas y el valle de México (31)], El
Salvador y Honduras. (34).

La planta crece en forma abundante durante los
meses humedos pero escasamente en cuanto paran las
lluvias. No florean durante la estacibdn seca,

empiezan a hacerlo en julio y hay mavor abundancia

de flores en octubre. Segan los indigenas, la
planta debe cortarse antes del 24 de junio, Dia de
San Juan, porque después de ese dia les entra el
demonio. (X4). En muchas comunidades en México, se

celebra' la "Fiesta del PericoOn" el 28 vy 29 de
septiemuire, cuande éste se encuentra en el pico
maximo de su ciclo de floracion, el primer dia, las
mujeres y los nifos recolectan la planta.

En los mercados pablicos de muchas partes de
América Latina pueden adquirirse pequeflos manojos
de T. lpcida. Los indigenas colectan las plantas
enterés, las empacan, secan y las guardan para ser
empleadas Posteriormente. Luego preparan un té
para tratamiento de picaduras de alacran, fiebre y
malaria, también es usado-como afrodistaco. El té,
de sabor dulce 9 olor similar al del anis, es una
bhekida refrescante vy sabrosa v se ha demastrado

algunas de las propiedades que le son atribuidas.
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(33). Esta planta tiene gran reputacidn como reme—
dio para desordenes digestivos. Se usan los tallos
secos para preparar té cuando hay problemas serios
del estdmago o los intestinos. (3%4).

En los antiguos ritos aztecas, T. 1ldcida no
faltaba én las ceremonias, pulverizandola, Y
tirando este polveo a las caras de los prisioneros
de guerfa para embotar sus sentidos antes de ser
quemados en una gran hoguera, pues le atribuian a
la planta efectos anestésicos., (33).

lLos Huicholes de México fuman una mezcla de

Nicotiana rustica (tabaco) y Tagetes lucida para

provocarse visiones. Se mezcla con tabaco porgque
dicen que reduce la aspereza del misma, faclilita
inhalaciones profundas y la intoxicacidn; ésta
intoxicacidn se caracteriza porque se muestran
quietos, 8e acuestan y pasan periodos muy frecuen-—
tes con los ojos cerrados. (4@) . Frecuentemente
beben el "tesguino" o "cai" de maiz fermentado, a
la vez' que fuman "para producirse visiones mas

claras". Tagetes lucida ocasionalmente se fuma

sola para obtener efectos alucindgenos. (12).

Tagetes Jlucida se ha usado por mucho tiempo en

la purificacidn ritual para limpiar el aire. (11).
En el contexto religioso se le conoce como ‘“hierba
de la Virgen Maria”. La fragancia es adecuada para

mezclarla con licor o chocolate, En la corte de
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Montezuma era uno de los aditiveos de su  bebida
ritual del cacao. (13). Las cabezuelas y hojas se
emplean para aromatizar los elotes, poniéndolas en
el agua donde éstos se cuecen. (32). Es dificil
afirmar o negar los repartes de que esta planta es
efectiva como narcodtico, porque éstos son  muy
variados y los analisis quimicos estan incompletos.
(1Q2).

En lé actualidad, T. lucida se guema frecugn—
temente en los ritos religiosos y en el hogar, en
lugar de incienso. Es un material ideal porque es
facilmente disponible, barato y tiene un olor muy
agradable. (35). Las cabezuelas y hojas son usa-
das para aromatizar el agua con que se bafla a los
nifios y’para aliviar el reumatismo. (31), (32). En
infusidn, para curar los dolores del vientre que
revisten aspecto de cdlicos y vienen acompaflados de
meteorismo. Se quema para ahuyentar los mosquitos.
(32). También se usan con este propdsito las hojas
secas pulverizadas, asi también como remedioc para
la malaria vy otras enfermedades. (34).

En Nayarit usan el cocimiento de este vegetal
contra el paludismo, pero ea el Instituto Médico
Nacional de México se experimentd como antipaltdico
y antidiarreico con resultados ne@ativos. (52).

En la Tabla #1 se encuentran los distintos
usos que se le dan a Tagetes ltcida, la evaluacion

vulgar y farmacolégica, la via de administracidn y
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la parte de la planta usada. (9).

CLAVE:

Uso Vulgar (V)gs

@)

1)

No hay informacidn.

Uso reportado en varias regiones.

Referencias independientes del uso.
Observacidén directa por persona calificada.
Autoexperiencia.

Identificacidn de persona o lugares.
Observacidn directa por persona no calificada.
Informacidn oral de un observador directo o un
curandero.

Informacidn oral de terceras personas.
Reviaion,

Dicho popular.

Andnimo.

Evaluacidén Farmacoldgica (F):

@)

1)

2)

NHI

FE

No hay informacidn.

Se confirma en preparaciones animales el uso
farmacoldgico.

No se confirma el uso en una preparacion animal
adecuada.

Se presenta una accidn farmacolagica diferente
del uso vulgar o de ef%ctas clinicos.

= no hay infarmacidn.

= planta entera.
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Tabla #1i.
Uso Evaluacién Via de Farte Usada
F v Administracion
Afrodisiaco @ z Oral Hoja
Anticatarral (7] = " [=T=
Antidisentérico 2 =z " n
fAntidoto @ 3 NHI "
Antiespasmédico a 2 Oral Hoja,.flor
fntipalidico @ 2 Local " . FE
Antiparasitario ) 3 NH1I NHI
Antipiré. ‘rn 2 X Oral re
Antiséptico 2 z NH1 NHI
Antitumoral 2 = " "
Antitusigeno ] 3 " FE
aAperitivo 2 3 " NHI
Arroja calculos @ 3 " 1"
Caguexia 7] 2 Oral Hoja
Carminativo @ 2 " " .flor
FE
Cefalalgias 7] 3 MHI FE
Cicatricial vy
regenerativo 7] 3 " i
Dermatosis 2 3 Oral "
Diaforético @ 2 " Hoja
Diurético 1] z " s Varios " « FE
Emenagogo 2 2 oo, " " s "
Emético 2 2 " "
Estimulante ] z NHI NHI
Galactaégeno 2 3 " FE
Gastroenteritis @ 2 Oral Hojia, flor
Humores @ =t NHE NHI
Insecticida 1} z " "
Locura @ 3 " FE
Oxitbhcico @ = Varios "
Fectoral 2 3 NHI iy
Refrescante @ 3 i u
Relajante @ 2 Oral Hoja
Resolutivo @ 3 NHI NHI
Esputo de :
sangre 1) 2 Oral "
FITOQUIMICD DE LAS ESFPECIES GENERO

BE. ANALISIS

Tagetes:

En las especies del género Tagetes se han
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encontrado diversidad de compuestos. En  general
contiene grasa, tres resinas acidas, esencia,
clorofila, caucho, acido galico, tanino, glucosa,
dextrina, materias pécticas, un cUuerpo con algunas
reacciones de alcaloides, sustancias leffosas vy
sales minerales. (32). Mo se han aislado alca-
loides de Tagetes, sin embargo, &l género es rico
en acelites esenciales y derivados del tiofeno,
tales como el l1—-inositol. (11). Emn un ensavyo
microbioldgico de fototoxicidad de materiales de
plantas, se reportd gque el agqueno de las maravi-
llas, de la familia Compositae, producia fototoxi-
cidad, dando como resultado una zona clara de

inhibicion del crecimlento de Candida albicans,

después‘ de uwuna prolongada irradiacion UV, Gran
numero de otras especles de Compositae SO
fototdxicas hacia Candida. Se han aislado deriva-
dos de tiofeno de especies de Tagetes, incluyendo
T. erecta, T. minuta v T. patula. De los petalos
de T. erecta se aisld un compuesto que fluoreste
en un  azul intenso y se ldentifico como alfa-
tertienil. Luego se encontro que las ralces de
Tagetes eran fuente importanﬁe de alfa-tertienil.
Este compuesto posee propiedades nematocidas, gue
también tiene otro compuesto de las ralces de
Tagetes, es el S-(3-buten—1-inil)-2,2 -bitienil.
Desde entonces se han  aislado muchos otros

derivados de tiofeno de éste génera. (H9). De estos
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derivados de azufre, se sabe que son de ocurrencia
muy elevada en ciertos géneros de la familia
Compositae y que son letales a bacterias, levaduras
y otros hongos, nematodos y peces. {(&6).

La distribucion y cambios ontogénicos en cuatro
tiofenos biosintéticamente relacionados de T.
patula cultivada en medios hidropénicos se investi-
gb usando HFLC en fase reversa. Se identificd
cuatro tiofenos de todas las partes de la planta:s
1. S5—(4-hidroxi—-1-butinil)-2,2' bitienil.

S—(4-acetoxi~1l-butinil)~-2,2’ bitienil.

k3

. G- (Z-buten—1-inil)-2,2' bitienil.

Ll

. 2,215 2"~tertienil.

sts concentraciones relativas varlan entre la railz,
tallos v flores. S-(3-buten—1-inil)-2,2" bitienil
predomina en raices y 5—-(4-hidroxi-1l-~butinil)-2,2’

bitienil y S5~(4-acetoxi-~l-butinil)-2,2" bitienil

son los derivados predominantes en tallos. Las
flores contienen S5-(4—hidroxi-i-butinil)-2,2"° bi-
tienil, S—-(4—-acetoni-l-butinil)-2,2° bitienil vy

2" 15'5"-tertienil, y asi como otros compuestos no
‘identificados, con espectros de absorcion UY carac-
teristicos de los tiofenos. La concentraciédn de 5-
(4-hidroxi—1-butinil)-2,2° bitienil, S-(4-acetoxi-
1-butinil)~-2,2' bitienil y 5-(3-buten—1-inil)-2,2’

bitienil en las raices y de 5—-(4~hidroxi-l-buti-

nil)—=2,2° bitienil y de 5-(4-acetoxi—l-butinil)-
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2,27 bitienil en lops tallos aumenta durante la vida
de la planta, pero sus concentraciones se estabili-—
zan después de la floracion. La presencia de estos
cuatro tiofenos en otros mlembros de Tagetes t=1=)
examinod, encontrando gque se presentan algunos o
todos en 9 especles del género.

Especialmente buenas para cultivarlas son T.

erecta v T. patula. lLas hojas y flores contienen

flavonoides activos, especialmente patuletina vy
patuliterina en T. patula, vy guercetagitrina en
variedades de T. erecta. El contenido de flavo—
noides de las distintas especies de Tagetes es de
5—-2@0%. (29).

T. filifolia muestra un aceite volatil de olor
de aniﬁ; que contiene d-limoneno, citral, un alde-—
hido no identificado y posiblemente tagetona. T.
minuta presenta oxineno, tagetona y un producto
resinificado de dimetiloctenona. Y T. erecta tiene
d-limoneno (32.0%}. oxinena (25.4%), 1-1ipalil
acetato (12.7%), 1—linalool (9.8%), tagetona (&2%)
y nonanal (2.4%4). (2}.

También se ha establecido la presencla de hele-
nina y sus derivados en floreé de Tagetes. (7).

£] acreite volatil de Tagetes filifglia contiene

mas de 95% de un compuesto que ha sido identificado
como esdragol. (2).
Las cumarinas, que tambiéen se encuentran

presentes en algunos miembros de esta familia
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pueden tener etectos téxicos en los microorganismos

y algunas tienen propiedades insecticidas. (39).
Guzman, N. (18), en su estudio del género

Tagetes hace un andlisis en el gue presenta  los

compuestos encontrados en este género, en &1 se

menciona que: "Rodriguez, E. y Mabry, T. (14)

hacen un listado de los componentes volatiles en el

géenatro Tagetes, hallados hasta ese momento, que

incluye monoterpenos, aromaticos y sesquiterpenos:

Tabla #2: Constituyentes volatiles de Tagetes.

(17).

CLAVE:

erec: T, erecta

sign? f. signata

gland: T. glandulifera

—

filir T. filifolia

florir T. florida

minuwr  T. minuta

patur T. patula
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Compuestos erec sign gland fili flori minu patu

Monoterpenas
Aciclicos
tagetona
linalool
ecimenco
citral X

mirceno
Monociclicos

limoneno X X X

=« -felandrenc

p-cimeno X

timol

Carvona

~~tgrpineol X
Biciclicos

=—pinenc

A-pineno

canfeno

sabineno

i.8-cineol

A —careno

& —carenn—18-al

tujona :
Sesguiterpenos

eudesmol X X

aromandrenc X X
Aromaticos

esdragol X

eudesmol

cuminaldehido

benzaldehido

20
>
L L O

o X

o

b

Asimismo reportan estudios de la presencia de
triterpenos y esteroles, contandose con la informa—
cion gque la lUnica especie estudiada es Jagetes cv.
Sen. Dirksen, encontréndose- eritrodiol monopal—
mitato en las flores, asi como los estercles estig-—
masterol y sistosterol. Dentro dé los carotenoides
mencionados pafé el género, los mas abundantes en
las flores son las xantonfilas. Reproducen también

una lista de 17 carotenoides encontrados en flores
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secas de T. erecta v T. patula, de los cuales los

mayoritarios son la luteina yv la zeaxantina,(24)

como se ve en la Tabla #3.

Tabla #3: Porcentajes relativaos de distribucion de
carotenoides en pétalos de margarita de diferentes

fuentes. (18) .

Carotenoides T. erecta T. patula T. patula
(Americ.) {(Fran.) (Mex.)
R A R A

t Ltoeno 1.% 2.4 1.9 2.9 3.1
Fitoflueno 2.3 2.6 2.9 1.9 2.0
=—caroteno 0.2 .1 0.2 0.1 0.1
A-caroteno 0.3 .5 0.6 0.3 0.3
A-zeacaroteno 0.4 0.5 0.8 0.3 0.2

J-—caroteno 0.1 - 0.1 - -
“—criptoxantina Q.7 0.8 .6 c.1 G.2
Zeinoxantina - - 0.4 0.7 c.g
Isocriptoxantina - = 0.1 0.1 ¢.1
A-criptoxantina G.4 0.5 0.4 0.8 0.4
Luteina g7.3 72.3 85.3 87.3 #8.0
Anteraxantina 0.2 0.1 0.2 G.1 0.1
leaxantina 4.0 16.4 4.1 4,0 3.4
Neoxantina 0.2 0.8 0.2 0.1 G.1
Crisantemaxantina 0.3 .8 0.2 0.2 c.2
Flavoxantina 0.4 0.3 0.3 0.3 0.3
Auroxantina 0.1 .1 .1 0.1 0.1

La identificacidn de pigmentos gue constituyen
el 1% del total fue realizada.sobre la base de los
espectros de absorcion vy las pruebas del HClI eta-
nolico. El1 calculo de los valores en porcentase
fue basado enh la adsorbancia de las fracciones

cromatograficas con la suma de las fracciones indi-

viduales considerada como el 100%. (19).
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Con respecteo a flavonoildes, reportan gque el

queracetagetin es sl pigmento mayoritario en el

génera Tagetes, un flavonol primeramente aislado de

T. erecta. También incluyen datos por especies.
(19) .

Tabla #4: Flavonoides Y otros caompuestos
fendlicos. (1&6).

Compuesto T.erecta L T.patula L T.minuta L
quercetagetina X

quercetagetina
7-0-glucédsido X X X
{Quercetagetrina)

quercetagetina
I-O-glucosido ‘ X
(tagetiina)

quercetagetina
I-0-dirhamnosido X

quercetagetina

I—-metileter

7-0O-glucdsido X X
(patuletrina)

quercetagetina
s—-metileter X

SIENDG:
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Compuestos H, R, Ry Ra
Quercetagetina OH OH OH O
Tagetiina 0G1c OH OH OH
ORbha ORKalH (OH OH
Patuletina OH OH OmMe OH
Patuletrina OH OH OMe 0Glc
Quercetagetrina aH OH OH 0Glc

En T.minuta se encontro los éesteres monometi-
lico de ios adcidos fumarico y siringico. En T.
patula se ha reportado el acido eléagico. (20!.

Respecto de poliacetilenos, se han estudiado
los tiofenos; se reproducen los resultados de
Bohlman et al (1973) en extractos de raices. A
continuacidén se presenta la Tabla #5 en la cual se
revisan los tiofenos presentes en Tagetes. Un
estudio sobre estos compuestos fue realizado por

Guzman, N. (15).

Tabla #3: Tiofenos en Tagetes. (21).

Especie Constituyentes de la raiz

T. erecta L.

T. glandulifera Schrank

(/ \@Eﬁm; R Y4 \EECHJCH,_OR (R = BAC)
s ' $
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T. lucida Cav.

@_@Em, < A4 S>ECH,CH‘0R (R71, Ac)

> 13

T. indica = T. lucida Cav.

T. minuta

] ) s

T. tenuifolia H.B.K. = T. minuta

T. Qauciloba DC.

5

T. patula L.

D= LDl dmeninin
NS YS Y N
] 29 Y

7. signata Bortl. = T. patula

Los &4cidos grasos laurico, miristico, palmitico

y oleico se encontraron en T. erecta. En T. sv.

"Sen Driksen" se encontré 3—/5—ba1mitoxi—olea—12~

en—2B8-0l1 vy écido-palmitico. (20).
Para alcaloides, reportan que Smolenski y cola-—

boradores (1972-1973) obtuvieron pruebas negativas

- - gl
: . Lo
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en T. Jjaliscana Greenman, T. lucida Cav. y T. parri

Gray. {20).

Ortiz, S, menciona que en las referencias con-
sultadas por &1, en trabajos anteriores, sélo ce
reportan la presencia de flavonoides, flavonas vy
gliucidos en el género Tagetes. (36).

Ickes G.R. vy colaboradores (1973) (20), citan
Ia referencia de Unlenbrook J.H., Bijloo J.D.
{1958) vy de Atkinson R.E.; quienes mencionan la
presencié de los tiofenos siguientes en especimenes
de T. minutas
5-(3-buten-1-inil)-2~'-bitienilo.
=—tertienilo
S5-(but-l-clgro-2-0l-3~inil)~2,2-bitienilo
cis_S—(i—acetoxi~but—3—eni1)—2,2'—bitienilo
5-{but—-1-en-3-inil)~-2,2 -bitienilo
5-{4-cloro-3—-hidroxi-but-1-inil)—-2,2 -bitienilo
5-{but—-1-in-4-0lil)-2,2 -bitienilo
asi{ como de los terpenos esdragol y =<-dimetil- 47 -
octen-6-ona ademas de los listados por Rodriguez,
E. y Mabry, T. (1977). (22).

Khanna, Pushpa; Sharma, Raka vy Khanna Ranu
(1979) reportan la presencia’de seis piretrinas en
csemillas, cabezas florales y cultivos en suspensidn
de T. erecta. {(22). ‘

Philip, T. uy Bery, J.W. {1976) reportan en
extractos de T.erecta la presencia de esteres de

luteina como dipalmitato de luteina, dimiristato vy
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monomiristato de luteina. (22).

Jain, Satish C. (1977} reportan la presencia de
patuietrina vy queracetagitrina asi como  algunas
isopiretrinas en T. minuta y Kamal Raka (1977
aisld piretrinas de cabezas florales de T. erecta.
(22).

Maradufu A. y €olaboradores (1978}, aislaron
(3-E)-ocimenona de hojas y flores frescas de 7.
minuta L. y demostraron que posee propiedades lar-—
vicidas al emplear 40 ppm produciendo 100% de

mortalidad en Aedes a2eqypti en un lapso de veinti-

ctuatro horas. (22}.

Castro A.V. y Castro C.0. (1978} encontraron el
esteroide poriferasterol y dos derivados del tiofe-
no, siéndo déstos el «~-tertienilo y el derivado
carbindlicoditienil acetileno en extractos de
raices de 7. microglosa. (22).

Bohlmann, F. y Zdero, C. (1978) en un analisis
de 1la tribu Tageteae reportan varieps terpenos vy
derivados del tiofeno. Asimismo reportan por pri-
mera vez la presencia de dos dicetonas, la Bis-

trans—ocimenona vy la 14,15,-H-Bis-trans—-occimenona.

(22).
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Tabla #6: Especies estudiadas de 1la Tribu
Tageteae. (23).

Especie Raiz Hojas

T. gracilis DC 1,3,4,5 1,2,3,5,9,11,16,17

T. terniflorae HBK 3,4,5 3,9

T. zypagquirensis H et B 3,9,11

T. patula L 1,3,4,5,6,7,8,9,

10,11,12,13,14,15
Siendo:
(1) R=z=R =8
nl
P
‘/ N A/Pj§x4{iij§
R
5 td 5

(2) R 3 H

dl \ Ce=al——Ca= i},
(3)

s b M

(4) R=R = K



Me [(:.=_=.='(f_]‘1 CH—-:Cl [C,H:: C'_"] CH==CH,
SMe

Me (— c(}— [c!mc]‘1 CH==CH,

(39

(&)

(7)

(8)

()

(10)



Ho

V/

¥

-unu<’-

(11)

(12)

(L3)

(14)

(13)

30
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{16}

(17)

Chan G.F.Q. vy colaboradores (1979) identifica-
ron ~—tertienilo y 5-{(3-buten-1-inil)-2,2 -bitie-
nilo en extractos alcohélicos de rafices de algunas
especies del género Tagetes, confirmando su identi-
dad por cromatografia vy medios espectrales.
Algunas de estas raices resul tarn fototdxicos {(al
ser expuestas a luz UV) para C. albicans lo que
seria explicable por la aresencia de dichos
caompuestos. (6&6).

Bhardwaj D.K. Yy ’colaborédores, aislaron
alopatuletina, uﬁa nueva flavona, de pétalos de T.
patula siendo determinada su estructura por anali-

sis quimicos y espectral. (22).



32
ot

HO v oW

woo OH
1]

Figura #1: Alopatuletina. (22)}.

Kaloshina N.A. y colaboradores (1980}, (29},
extrajeron patuletina de inflorescencias de T.
patula, por extraccion con alcohol diluido, siendo
absorbidos los extractos, sucesivamente, sobre
acetato ftalato de celulosa vy poliamida, luego
eluidoe tcon mezclas de butanol-cloroformo 1:4, vy
cromatografiados. {la patuletina presenta accion
colagogica. (24).

Kaloshina, N.A. (1980) reporta los siguientes
flavonoides activos en especies de Tagetes:

T. patulas Patuletin, patuliterin.

T. erecta: QGuercetagetin vy quercetagitrin.
Reportan un contenido de flavonoides de varias
especies de Tagetes del 5 al 20%. (24).

Baslas R.K. vy Singh A.K. (1980) obtuvieron
aceite esencial amarillo palido y naranja de hojas
y flores de T. erecta snhcontrando ~«—-pineno, 75—
pineno, dipenteno, mentol, geranicl, y otros terpe-
nos por métodos cromatograficos. (24).

Pasteriormente Baslas y Singh (19811 reportan
como terpenos mayoritarios en T. erecta Linn el
linalool, d~limoneneno, tagetona, A-pcimeno, S-

felandreno, acetato de linalilo, w—pinena vy
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nonanal . (25). Tamblén reportan {1981) como
constituyentes mayoritarios para T. minuta Linn el
aromandreno, ocimena, -mirceno, y tagetona. (23).
Castro 0. & Mufyoz L. {(1982) separaron een 1den-—
tificaron los siguientes derivados del tiofeno en

extractos etéreos de raices de T. Jalisciencis,

presentando ambos actividad nematicida contra

Meloidogyne incognita, en la luz:

2,2 :95 ,2":—tertienilo o ~—tertienil, vy

S5—(X-buten—1-inil-)=-2-2"-ditienilo. (23).

Tower G.H.N. v Downum K.R. (1983), examinaron
la distribucieon por HPLC en fase reversa y camblos
onhtogenéticos de los siguientes cuatro tiofenos en
varias especies del genero Tagetes (23) siendo

estos los gque se indican en la tabla #7:

Tabhla #7: Tionfenos en Tagetes, (Z2&).
Especie Compuestas
1 2 3 4

7. coronopifolia willd | X X X X
T. erecta L X X X X
T. filifolia A. Gray X

7. lemonii A. Gray X X X X
T, lunuta DOrt. X X X
T, minuta L X X X X
T, multiflora H.B.K. ’ X X
T. patula L . X X X X
T. tenuifolia Cav.’ X X X
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|

i

Siendo:
(1) S-{4-hidroxi-l-butenil)-2,2 -bitienilo
(2) S—{4-acetoxi-1-butenil)-2,2 -bitienilo
(3) S—(3-buten-1-inil)-2,2 —-bitienilo

(4) 2,2 :5'2"-tertienilo

(1) f>’{—\\ -~ L =0~ (K, — CH,__OH
\ X 2
g s
% 5

) (}_(yc_.cﬁmmm,

(a) @@ 7N
s AN N7
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ANALISIS FITORUIMICO DE LA ESPECIE Tagetes ldcida
Cav.:

Martinez, M. (19539}, (31, Ida Kaplan Lagman
(1964), Guentin Jones vy F.R. Earle, lograron
reacciones positives para alcaloides y taninos.
(24) .

Ademas, Guzman, A. y Manjarrez, A. (1962) (24),
quienes, mediante el! uso de la cromatografiae
gaseosa,A obtuvieron cuatro fracciones diferentes a
partir de aceite esencial obtenido por arrastre con
vapor de material vegetal, sin raliz v coiectado en
los meses de octubre y diciembre. De las cuatro
fracciones obtenidas, unicamente dos de ellas fue-
ron idéntificadas positivamente. Las sustancias
identificad$5 fueron el esdragol (4-propenil,—-1-
metoxi-benceno), y el éter metilico del eugenol (4-
propenil,_1,2—dimetoxiﬂbenceno), negaron la presen-
cia de compuestos carbonilos como la tagetona (5,7~
octadien—4-ona—-2,&6-dimetil) por la ausencia de
bandas de absorcitn IR en el espectro del aceite
esencial. (27). Por cromatografia en capa fina

preparativa de material recolectado en los meses de

Julio-Agosto, Ortiz, S. aisld uno de los compuestos

carbonilos cuyo espectro IR sugirid la presencia de
una cetona ingaturada de isomeria trans,
posiblemente 1la -7-octen~4-ona 2,6 dimetil O

dithidrotagetona (36); y hace notar que este
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resultado no es contradictorio: "bs de hacer notar
gue la ®=poca de recoleccidn de la planta influye
mucho en los resul tados, va gue el estudio de
Tagetes lucida hecho en Mexico, par A, Guzméan y A.
Manjarrez no se encuhitrd la presencla de compuestos
carbenilos, Y la eéepoca de recoleccién fue de
Octubre-Diciembre.”

Rodriguezr . y Mabery T. (1377} (2833, roaproducen
un listado de tiofenose encontracos en 9 taxas de
Tagetes en extractos de ralz por Bohlman et al
(1973} donde para T. lucida Cav. reportan la presencia de:

S-(3-buten—1-inil)-2,7 -bitienilo
S-(4-hidroxi~l-butenil}-2,2 -bitienilau

S-{d-acetoxi-l-butenil)-2,2 -bitienilo

2,2 15 Tr-tertientlo

Rios T. y Flores R.M. (15761, (28] aitstaron
cher 1. florvda (oandnimo gle Do o 1ida Uav. ) e tden
Lificaron por ous espet tro 1y M uabr 0 campuess
tos  cuyas  estrocturas cuoanciden can la J-me oKy~
coumar tna, &,7-dimetovicoumaring, GH,7 .8 trimetoxi-
Coumar ina Y 7 hidroricoumar ina €ier dimetilalilico.

Pocteriormente, Urtiz, 5.'(1927) obtuvo aceite
cepncial de material vegetal seco v molida, cclec—
tado en el mes e agosto, ' por extraccisn continua,
empleando &ter dé petrolsc oMo disnivente gxirac-
tor . l.uego, aisld otro compuesto gue por el afva-

ligis, tanta de  los  espectros 1R comno de MNMR,
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sugieren la pregencia de la N-fenilacetamida, coin-
cidiendo estos resultados con el espectro de masa
del compuesto. (36).

Finalmente, Guzman, N, (1987) (13) mediante el
uso de cromatografia gas—-liguido acoplada a espec—
trometria de masas y analisis por computadora logrd

determinar la presencia de tres eteres aroma-—

ticos:
t-metoxi-4-(2-propenil)-benceno (alil-anisol)
i-metoxi-4-(1l-propenil)-benceno (anetol)

1,2-dimetoxi-4-(2-propenil)-benceno,
dos cumarinas:
7-metoxi-cumarina
cter dimetilalilico de la 7-hidroxicumarina ©
7-isopren-oxi-cumarina, vy
un alcohol monoterpénico aciclico:

linalool & 3,7-dimetii-1,b6-octadien—-3-ol.

Teniendo el respaldo del espectro de masas y el
tiempo de retencidn de les patrones, como criterio
de identificacidn, para los cuatro primeros compo-
nentes; para el quinto componente, cate presenta
termplabilidad vy ademas no Eé contaba con linalool
caomo patrén para chequear su tiempo de retencion,
por lo que el espectro de masas és el dUnico medio
para la identificacion de éstos dos compuestos.
{15).

En 1987, Ortiz, $.D. (37), logro el aislamiento
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y elucidacibon estructural del principio activo
antiespasmadico en el extracto de n-hexano de
Tagetes lucida, siendo éste la 7/ -metoxicumarina,

comprobada su acciéon espasmolitica por estudios

farmacolbgicos.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA:

La actividad antimicrobiana de una sustancia
puede definirse como la habilidad de esa sustancia
para inhibir o matar un microorganismo. Aungque el
modo  de accion dela mayoria de sustancias antimi-
crobianas es desconocido, en algunos rasos, se sabe
que se debe a distintos factores, tales como
inhibicion de sintesis de proteinas, inhibicién de
la formacidn de DNA o RNA, prevencion de la divi-
si6on celular, destruccién de la selectividad &e ia
membrana celular, etc. (3).

La susceptibilidad bacteriana a los antimicro-
bianos puede ser medida utilizéndu los principios
de difusién de agar y el método de dilucion a
partir de la concentracion inhibitoria minima.

La prueba de dilucidn es un método esencialmen-—
te cuantitativo de susceptibilidad antimicrobiana,
esta influenciada por el crecimiento de los micro-
organismos vy por el grado de difusidn del antimi-—
crobiano. £E1 hallazgo mas frecuente es la aobten-
cidin cuantitativa de la susceptibilidad basada en
dosis de drogas y niveles séri&os adecuados, en lus
cuales s hace poco aplicable la prueba de
difusidn. ’

La prueba de difusitn es el procedimiento mas
utilizado v sencillo en su aplicaciédn, esencialmen—

te cualitativo y es aplicado para microorganismos,
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princinalmente del genero Enterobacteraceae,
Staphylococcus, Haemophylus, Neisseria y algunos
otros microorganismos. Esta prueba posee algunas
deficiencias como no dar una interpretacidn cuanti-—
tativa y que es inaplicable para organismos de
crecimiento lento y para anaerobios.

Este método comunmente usado para probar la
actividad de un compuesto contra una bacteria se
realiza colocando un disco de papel filtro saturado
con la sustancia a ensavyar, en la superficie de una
caja de Petri con agar nutritivo sembrado con la
bacteria. La sustancia se difundird en el medio vy
después de la incubaciédn; la ausencia de crecimien-
to bacteriano alrededor del disco indica la inhibi-
ci1on del crecimiento. El tamefo de la =zona de
inhibicidén dependerd de muchos factores: la concen-
tracion del compuesto, el pH del medio, la tempera-
tura de incubacion, la sensitividad del organismo,
y la historia pasada del microorganismo, por men-—

cionar unos cuantos. (3.

{a técnica de difﬁsién en agar, a la gque dare-
mos énfasis en el presente £rabajo, generalmente
clasifica 1la susceptibilidad a los microorganismos
como resistentes, intermedios vy SQSCEptibles a cada
antimicrobiano, - {Los organismos mas susceptibles
son los que presentan una zona mas grande de inhi-

bicion, determinada en las primeras horas de in-
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cubacidn.

Los antimicrobianos comerciales son aplicados a
las placas de prueba en forma de disco de papel
secante, previamente sometidos a refrigeracién de 2
a B@C para su conservacion y mantenimiento. Al ser
utilizados, deber ser sometidos a temperatura
ambiental por 1 a 2 horas; el antimicrobianc se
difunde obedeciendo ciertas leyes fisicas como son
la absorcidn de agua a partir del agar, disolviendo
asi la droga.

El1 Agar Mueller Hinton (AMH), es el medioe
estandar que mejor sostiene el crecimiento en la
mayoria de microorganismus, utilizandose por tanto
para la. prueba de susceptibilidad. Algunos micro-—
organismos requieren la adiciédn de sangre desfibri-
nada, exceptuando para los Gram negativos; el pH
del medio debe variar entre 7.2 v 7.4, el medio
fresco es vertido en cajas de Petri a nivel de
superficie horizontal y a una profundidad uniforme
de 4 mm., lo cual requiere aproximadamente 60 ml.
dependiendo del tamafio de la caja utilizada.

Despues de llevarlo a la temberatura ambiente,
debe ser guardado entre 2 y 8e(, envolviendo las
cajas en material pléastico para evitar la evapora-
cidn. Los medips no deben ser usados después de 7

dias; al ser utilizados deben someterse a 35«0 con

tapaderas.
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En el estudio de susceptibilidad bacteriana
efectuado por Cano (1985) menciona que el pericon
(Y. lucida) fue la unica planta de las estudiadas
que presento actividad inhibitoria contra las S
cepas bacterianas con las que se probé (Shigella

disenteriae, §higella flexnerii, Salmonella typhi,

Salmonella epteriditis y Escherichia coli), siendo

mayor ante §. typhi con un halo de inhibiciéon
promedio de 13.2 mm de didmetro. Estudios elabora-

dos 1in vivo mostraron su accidon antiespasmadica.

(4).
Tabla #8: Halos de inhibiciéon de extracto
metanodlico de pericon. (4).
Bacteria Halo de inhibicidn
mm + Dev. St. (%]
S. dysenteriae 12.8 + 0.4
S. flexnerii 13.1 ¢+ 0.8
S. typbi 13.2 + 0.7
S. enteriditis 12.7 + 0.7
E. coli (EP) 12.2 + 0.4
(%) Diametro promedio en 9 corridas de extracto
metandlico. 4

Sigomicina 19 mm (promedio)
Trimetroprim sul fametoxasol! 20 mm (promecio)

Norfloxacina 20 mm (promedio)
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OBJETIVOS

Es posible aislar un compuesto organico en el

extracto alcohélico de Tagetes lucida cav. con

efectos antibiédticos. Este compuesto organico
puede aislarse mediante distintas técrnicas cromato-

graficas.

Generales:

1. Lograr la separacién del principio activo
presente en el extracto alcohtlice de Tagetes
lucida tav. que presenta propiedades antibidticas.
2. Lirgar a identificar los grupos funcionales

presentes en ese compuesto.

Especificos:
1. Hacer wuso de las técnicas cromatograficas

para separar distintas fracciones de compuestos

presentes en Tagetes lucida cav. e identificar
entre ellas la que tiene propiedades antimicrobia-
nNas.

2. Determinar los grupos*funcionéles que presenta,
intentar aislarlo y elucidar su estructura gquimica

mediante espectroscopia UV, IR y el uso de NMR.
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ASPECTOS METODOLOGICOS Y RESUL TADOS

A. Universo de Trabajo:
a) Hojas, flores y tallos de Tagetes lucida.
b) Cepas bacterianas (ATCC) de Escherichia
coli, Staphilococcus aureus vy Pseudomona

aurcuginosa, y cepa del hongo Candida albicans.

c) Antibidtico de referencias discos

impregnados con Trimetropim.

B. Procedimiento:
a) Preparacidén de la planta:

El material wvegetal originario de Cabrican,
departamento de QQuezaltenango (altitud 24625 mts.
sobre el nivel metdio del mar, Atlas Nacional de
GuatEmaia), fue colectado en los meses de diciembre
(1984 vy eneroc (19B7). Este yva seco fue molido
finalmente.

b} Preparacion de extractos metandlicos:

Se tomod 2 kilos del material, este se colocd en
aparatos extractores tipo Soxhlet haciendo una
extraccion exhaustiva con metanol la cual se filtro
con papel filtro hasta obtener una solucién cris-
talina. Esta se guardo en fréscms ambar y luego se
evaporo el solvente a presion reducida hasta
obtener el sirupe del extracto.

c} Ensayo micfbbiolégicm:
Al sirupe obtenido, se le reallizd un ensayo

preliminar con el objeto de confirmar la actividad
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antimicrobiana informada en estudias anteriares,
esto se hizo para comprobar la presencia del prin-
cipio active antimicético, usando la cepa de C
albicans. Se realizo una prueba de difusion del
extracto en gel del agar, fundamentada en 1la
metodologia, originalmente descrita por Bauer &
Kirby. (4}). Se prepard una solucién gque contenia
1 g de sirupe seco (habiendolo llevado a sequedad
completa con nitrogeno gaseoso) en 1 ml de metanol
(0.6948 g/0.6%9 ml). La prueba se describe a conti-
nuacion:

1. PREPARACION DEL MEDIO:

i. Se autoclave@ el medio Muller-Hinton Agar -—-MHA-
durante. 15 minutos a 120%C;

ii. se dejo enfriar a 48-5009C;

iii. se colocd en cajas de Petri estériles (de
plastico o vidrieo) hasta obtener una pro-
fundidad de unos 4 mm;

1v. se dej6 solidificar el medio y se mantuvo a
temperatura ambiente lo suficiente para que se
evaporara el exceso de humedad. El pH final de
cada lote quedd entre 7.2 v 7.4 y se ajusto el pH
antes de autoclavear, en caso necesario.

V. las cajas se utilizaron inmediatamente después
de preparadas o bien, se dejaron adecuadamente

selladas para evitar la deshidratacitn, antes de

almacenar en refrigeracion.
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2. PREPARACION DEL INOCULO:

i. Utilizando un asa de anillo, se tomd cuatro o
cinco colonias del organismo a ensayar, a partir de
un cultiveo puro o de la placa de aislamiento prima-—
rio;

ii. se transfirieron las colonias a wun tubo
conteniendo de 3 a 3 ml. de caldo tripticasa sova;
iii. se 1incubd el tubo a 35eC lo suficiente (2-
Bhres} hasta obtener una suspension del mLCraorga—
nismo lo suficientemente turbia. Se diluyd el
cultivo en caldo con solucion salina esteril hasta
obtener una turbidez equivalente a la del estandar
# 0.3 de McFarland; (preparado con 0.5 ml. de
BaCl?2.2H20 al 1.175% mas 9.5 ml de HZ2804 0.36N). £l
ésténdaF puede almacenarse a temperatura ambiente,
en la oscuridad durante & meses o mas, sellandolo
cuidadosamente para evitar evaporaciones y temiendo
cuidado de mezclarlo vigorosamente antes de usarlo.
La turbidez fue controlada midiendo l1a transmitan-—
cia de dicho estandar y llevando la turbidez del
cultivo transferido a la solucitn salina a dicha
transmitancia.

I. INOQCULACION DE LAS PLACAS:‘

i. Se introdujo un hisopo de algodon estéril dentro
del inéculo previamente e%tandariéado;

ii. se retird éi hisopo schre el nivel de fluido vy
ce presionsd rotandolo contra las paredes 1nternas

del tubo a fin de remover el exceso en el mayor
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grado posible;

i1i1i. la superficie del agar fue inoculada con el
hisopo en tres direcciones;

iv. se dejo secar la placa por 3~5 minutos con la
caja cerradas

v. s& colocaron los discos sobre el agar con pinzas
estériles; presionando los discos suavemente sobre
el agar, para aseqgurar el contacto;

vi. se incubaron las placas antes de transcurridos
treinta minutos, a 33eC;

vii. las placas fueron leidas despues de 1624 hrs.
de ingubacion.

4, MEDICION DE LAS ZONAS:

i. con la ayuda de un cuentacolonias (Quebec) se
midi®d ©1 tamafio de la zona de inhibicion de creci-
miento alrededor de cada disco. Se midid los
didmetros de las zonas, incluyendo los & mm. del
disco, ron una regla colocada sobre la superficie
externa trasera de la caja. Siguliendo la
literatura consultada, wuna lectura de B mm. no
significaba zona de inhibicidn.,

Para el ensayo de los extractos metantlicos,
se impregnaron discos esteériles de papel filtro con
50 ul. del extracto preparado en una solucidon de
concentracion canocida y permitiendo la evaporacidim
del solvente antes de colocarlos en las placas. &En

@] raso de las bacterias se utilize como referencia
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el antibidtico Trimetroprim.

La Determinaciégn de la Concentraciéon Inhibiteo-
ria Minima -MIC- se hizo utilizando ia metodologia
de impregnacibn en disco y difusidn en gel de agar,
una vez confirmada la actividad antibacteriana de
rada extracto & fraccion del mismo.

d) Separacidon cromatodrafica de fracciones:
1. Cromatografia en capa fina:

El extracto fue sometido & varias separaciones
cromatograficas (por cromatografia en capa fina, en
placas de 2.5 x 5 ©ms., con medio estacionario de
silicragel G-60 y fase movil constituida por cinco
(95) solventes de diétinta polqridad: metanol, &éter,
cloroformo, benceno y n-hexano, el mejor eluyente
fue esﬁogido de acuerdo al numero de manchas y la
resolucidn obtermida en la separaciéon de 1os
compuestos presentes, estas placas fueron examina-
das a la luz Uv/VvIS vy en base a los resultados se
decidio efectuar la primera separacion con metanol.
Los valores de Rf promedios, para los distintos

- solventes se muestran en la Tabla #9.
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Tabla #%: Rf promedio de manchas obtenidas en la
cromatograftia en capa fina, para la
seleccidon de solvente eluyente adecuado
del estracto metandlico de Tagetes

ldcida.

SOLVENTE Rf1 RT2Z RT3 Rf4 RS

n—hexano 0.10%4 0.25 O.344 0.406 -

benceno 0.047 0.141 ©.438 0.%06 -

cloroformo 0.081 C.113 0.226 0.306 0.903
eter 0.147 0.276 0.741 0.739 0.921
metancl Q.35%9 .703 0.750 0.328 ———

2. Cromatograftia en Columna:

Se realizd la separacin en columna empacada

con silicagel G-60 de 70 a 230 mesh, usando como
solvente eluyente metanol, dicha separacién se
efectud. en tres horas; las distintas fracciones

obtenidas fueron 1llevadas a sequedad completa en
coriente de nitrégenao, las fracciones correspon-—

dientes de 1 g de material fueron recuperados en 1

ml de metanol (las fracciones posteriores fueron
etéreas, eestas se habiamn llevado a sequedad vy
mostraron ser solubles en metanol vya que la

extraceitin  inicial se efectud en dicho solvente).
El uso de este solvente tiene la ventaja de no
provocar problemas de volatilidad a la hora de
impregnar los discos con los 250 .4l  agregados en
porciones de 10 ul en 10 ul, dejando secar entre

una y otra adicién. Empleando estas soluciones

discos estériles fueron impregnados con 350 ul  cada
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une v colocados en las cajas previamente inoculadas

con C. albicans. Tambien se colocd wun disco
impregnado con solucidn de metoxi-cumarina,
compuesto extraldao de T. lacida, (se tenia una

muestra aislada e identificada por Ortiz, S.D. (37)
como principio antiespasmodico de T. lacida y se
decidid comprobar si también tenia propiedades
antimicrobianas). En la preparacion de los discos
de 7-metoxicumarina, se intentd hacer una solucion
de 1g/1ml, igual a las fracciones en estudic, pero
resul td ser una solucion saturada, para disolverla
se realizd un calentamiento leve, pero al enfriarse
se precipitd nuevamente, los discas fueron impreg-
nadons ton el spbrenadante de la soluciton, notando
gue al’ quedar en el disco la solucion y  al
pvapaorarse el solvente se veian los cristales en la
superficie del papel). De este énsayo dieron
resul tado positivo las siguientes fracciones
pbtenidas mediante la cromatografia en columna con

eter, comag se ve en la Tabla #10:

Tabla #10: Resultadms de las pruebas de las
fracciones camo antimicédtico.

Fraccidén Color Concentracidn Diametrao del
halo inhib.

I

A V. nlivo 0.037g/100u1 13 mm

B V. musgo 0.03g/100u1l 14 mm

C V. limon 0.07g/100u1 11 mm
metoxi

cumarina  ————-T— Sol. Saturada 17 mm
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El soporte de silicagel utilizado para la sepa-—
racion en columna, descrita previamente, fue
extraida nuevamente con metanol en Soxhlets para
eliminar los compuestos adsorbidos en su superfi-
cle, este se llevd a concentracién de sirupe y se
preparo una solucibén para la prueba antimicdtica vy
realizar la cromatografia en Eapa fina.

Se realizaron varias pruebas con cromatografia
en capa fina de las fracciones que mostraron inhi-
bicidn  positiva, usando cloroformo como eluyente,

como puede verse en la Tabla #11.
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Habiendo determinado los Rf de cada uno de los

compuestos presentes en las fraccicnes se vio que
la cumarina estaba presente en todas las otras
fracciones que mostraron un balo de inhibicidon de
tamafMo razonable. Dado gue la cumarina mostré la
actividad antimicrobiana se tratéd de separarla de
ios otros compuestos presentes en el extracto} para
2llo se utilizaron 3 métodos:

No. 1. Hidrolisis de la lactona:

Se efectud una hidrélisis alcalina (1 gramo de
sirupe en 1 1t de KOH al 10%4 en solucion 30:50
metanol-agua) con reflujo durante 3 horas vy con
ésta no se consiguid el proposito, por lo que se
intentd con condiciones mas drasticas (1 gramo de
sirupe ‘En % 1t de la misma solucibn, & horas de
reflujol}. Bajo estas condiciones no se consiguiod
la hidrélisis.

No. 2. Separaciéon por cromatogratfia en columnas

2.1 Se intentd usar cromatografia en columna con
alumina acida, pero las pruebas preliminares hechas

en cromatografia en capa fina no mos traron resulta-—

dos satisfactorios.

3.1 Se prosiguld intentandb separar la cumarina

mediante cromatografia en columna con las mismas

condiciones que al inicio (cambiéndo el soporte del

caso anterior ﬁor silicagel G-&0 70-230 mesh con

gter), despues de haber intentado una mejor separa-

Cion Con otros solventes como tretracloruro de
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carbono y diclorometano; y a una velaocidad de 4-6&
gotas par minuto (125 ml de solvente, se realizd en
16 horas), al haberse eluido toda la cumarina (lo
cual fue probado corriendo TLC durante la separa-
cion) se sometid todo el residuo restante {gue
estaba por ser eluido en la columna) v el presente
en la sfilica de la columna (adsorbido en ella) a
una extraccién exhaustiva con metanol. Se preparo
el sirupe (que no contenia cumarina) por concentra—
cién en rotavapor, se llevd a sequedad y se preparo
una soluciédn de 1 gramo en 1 ml de metanol v con
ella se impregnd discos estériles de papel secante
que fueran probados contra C. albicans. Estose no
mostraron halos de inhibicidn significativos.

Al haber determinado de ésta manera que la 7-
metoxi-cumarina tenia la actividad antimicdotica se
procedi$ a probar su efectividad contra cepas bac-
terianas y luego se determind lalMIC {(Concentracidén
Inhibitoria Minima), cuyos resultados se presentan

a continuacidén.
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Tabla 12 Datos de efectividad de 7-
metoxicumarina como antibitctico
contra distintas cepas bacterianas.

Microorganismo 10 1l 20 !l 30 ul 40 pul 50 ul

E. coli.
8.5 8 7.5 10 10
8 ? 10 11 10.5
B8 ? 10 2.5 10
8.5 10 10 10 i1
8 ?.5 10 10 -
- 9 10 9 -
S. aureus.
9 10.5 12 12.95 15
11 12 13 14.5 14.5
11.5 12 12.5 13 13
11 12 12,5 12.95 . -
10 11.5 12 13 -
10 10 12.5 13.35 -
C. albicans.
e 8.5 2.5 ?.5 2.5
8 8.5 e 10 ?.5
B8 8 5.5 9.5 10
8.5 B8 9 2.5 10
- 11

o m
|
|
|
I




Tabla #13:

Valores nromedio de
cidn de distintas cepas tratadas con

halo de

inhibi-
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diferentes concentraciones de
7-metoxi-zumarina.
CONCENTRACIONES (%1
CEPA (%2)
(*4)
C. albicans 8.25 B.3 B.83 ?.63 10.00
(0.42) (0.27) (0.2%9) (0.295) (0.61)
S. aureus 10 42 11.33 12.472 13.17 14.17
(0.92) (0.88) (0.38) (0.79) (1.04)
E. coli 8.2 .08 2.9 .92 10.5
(0.27) (O.&&) (O0.22) (0.686) (O.9)
P. aureuginosa (-) (=) () () (=)  (%x3)
(*x1) Todas las concentraciones se sacaron de una
misma solucidn madre (0.0138 g/1.15 ml)} %
impregnd en los discos los wmicrolitros (el )

indicados en cada columna.

(%2) Las C

caracterizadas con

10

epas utilizadas

ATCC 25923

ATCE 25927

’

aureuginosa ATCC 27833

(lLa cepa de

eyran

nameros de registro:

{Gramm positivo)

(Gramm negativo}

(Gramm negativo)

especificamente

C. albicans usada no es ATCL por no

haberse encontrado en Guatemala a la fecha de rea-—
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lizacidon de este trabajo).

{(x3) No se observd ningun resultado positivo de

inhibicidn con la cepa usadae de P. aureuginosa.

(x4) De cada dato se da el valor promedio v la
desviacitn tipica, dado el nimero de repeticiones

tan pegquefo.

Después de haber aplicado regresiones lineal,
exponencial, iogaritmica y potencial a las series
de datos para caga microorganismo, se eligic la que
presento el coeficiente de correlaciton al cuadrado
mas cercano  a uno (1), para determinar mediante
este procedimiento la concentracdon inhibitoria
minima para tada microorganismo, encontrandose ics

resultados en la Tabla #14.

Tabla #14: Valores de MIC de 7-metoxi-cumarina
contra diferentes cepas microblanas.

CEPRA REGRESION USADA MIC

C. albicans Exprnnencial 7.90
S. aureus Lineal 1G.29
E. coli Potencial & .78

Los datos para MIC se obtuvieron ©on las

ecuac iones:



bX 5.33Ix10
C. albicans y = a e s 8 = 7.64 e
S. aureus y = a + bXx , H = 9.3 + 0.0934X
b 0.15
E. coli y = a X s 8= 5.81 X

|
|

Con ellas no se deben predecir valores de

para halos de inhibicidan menores a & mm.

MIC
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DISCUSION
En estudios anteriores varlas personas realiza-

ron un  tamizaje para determinar si distintas

plantas (entre ellas Tagetes lucida) presentaban

propiedades antimicGticas, segun el método de Bauer
y Kirby. El pericon mostro tener dicha propiedad,
siendo el exitracto metandlico el que con el mismo
peso de extracto presentd un haloc de inhibicion

mayor contra Candida albicans. Por este hecho se

extrajo el material seco gcon metanol en extractores
tipo Soxhlets. Para demostrar su efectividad
inigial e hizo el ensayo micoeldgico, y luego se
efectud la cromatografia en columna, separando cada
fraccioﬁ por su ceoloragcidon con luz wvisible. Se
realizéd el ensayo que determind en gue fracciones
estaba presente el compuesto con la actividad
buscada, v se efectud una cromatogratftia en capa
fina para determinar la existencia en dichas frac-—
ciones de un factor comun al cual poder atribuilrle
la actividad antimicotica. Se obtuvo del Lic.
Sergio Domingo Ortiz Martinez (37) una muestra del
principio activo antiespasm@dico de! pericon  (7-
metoxi-cumarina) y esta muestra presentd la activi-
dad antimicoética. Fs de hacer ﬁotar que se oree
gue no es el ﬂniéo compussto que tieme la actividad
antibigtica, porgue la medida del healo de inhibi-

cian de  éste compuesto puro es menor que ta del
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extracto crudo. Al efectuar la cromatografia en
capa Tfina mostrd un Rf igual al de uno de los
compuestos presentes en las fracciones cromatogra-—
ficas que presentaban la actividad. Se procedid
entonces a eliminar este compuesto del resto de
compuestos para probar gue era éste el gque ejercia
en mayor proporciédn esta actividad. Luego se
determind la concentracion inhibitoria minima (MIC)
del compuesto contra C. albicans.

El trabajo se finalizd haciendo el ensayo de la
misma manetra con otros microorganismos Y
determinando la MIC de la 7-wmetoxi-cumarina para
rada unoc de ellos. Con estos datos se confirma la

acciovn antimicrobiana de Tagetes lucida, aungue la

amplitud de éste trabajo no permite limitar clara-

mente su espectro de accion.
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. CONCLUSIONES

En este trabajo se consiguid cumplir con los
aobjetivos propuestos al inicio del mismo, llegén-—
dose a conocer los grupos funcionales presentes en
el compuesto con actividad antibidtica, esto se
logrd determinando cudl era el compuesto presente
en todas las fracciones con actividad positiva vy
gracias a que se tenia dicho compuesto aislado por
ser el principio activo antiespasmédico.

£1 tiempo empleado en la realizacion del pre-
sente trabajo fue de 15 meses, tomando en cuenta el
periodo de adquisicion de las cepas usadas.

La importancia del mismo radica en Que por SuU
medio .se llegb a conocer la estructura del
compuesto gue le confiere la actividad
antimicrobiana al pericén, dando con ello bases
sihlidas para sS4 US0, gque es tan extendido en

nuestro medio.
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