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Efecto antimicrobiano del aceite esencial de Calendula officinalis L., sobre
Salmonella entericay Escherichia coli

Victor Alonzo Rodriguez Lopez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

La caléndula (Calendula officinalis) es cultivada en México como planta medicinal y de
ornato, se conocen diversas propiedades del aceite esencial (AE) y de los extractos de
esta planta, como su actividad antitumoral, antiviral, antifngica y antioxidante. En este
trabajo se evaluo la actividad antibacteriana in vitro que tiene el AE de caléndula frente
a Escherichia coli y Salmonella entérica; ya que representan un problema de salud pu-
blica debido a su virulencia y a su resistencia a antibioticos. El AE se extrajo por el mé-
todo de arrastre con vapor y los extractos se obtuvieron mediante maceracion en hexano,
cloruro de metileno y metanol. El efecto antibacterial del AE se determin6 por el método
de inhibicion de disco en agar, con 18 tratamientos y cuatro repeticiones. La variable
respuesta fue el halo de inhibicién del crecimiento bacteriano (mm). Los tratamientos de
100y 90 a 60 % de dilucion de AE, generaron halos de 30 y 29 a 26 mm respectivamente,
en ambas cepas, en cambio los extractos formaron halos de bajo crecimiento bacteriano,
pero no halos de inhibiciébn como tales. El extracto con metanol y cloruro de metileno
inhibieron la fermentacion de la lactosa en E. coli lo que limita la virulencia de esta bac-
teria. Derivado de lo anterior, se concluye que el AE de Calendula officinalis tiene capa-
cidad antibacteriana y podria considerarse una opcion en el control de algunas enferme-
dades infecciosas.
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Research of the antimicrobial effect of the essential oil of Calendula officinalis L.,
on strain of Salmonella enterica and Escherichia coli

Victor Alonzo Rodriguez Lopez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

Marigold (Calendula officinalis) is cultivated in Mexico as a medicinal and ornamental
plant. Various properties of the essential oil (EO) and extracts of this plant are known,
such as its antitumor, antibacterial, antifungal and antioxidant activity. In this research,
the antibacterial in vitro effect of the EO of marigold on Escherichia coli and Salmonella
enterica was evaluated. These bacterias represent a public health problem due to their
virulence and antibiotics resistance. The EO was extracted by steam distillation method
and the extracts were obtained by maceration in hexane, methylene chloride, and meth-
anol. Antibacterial ability was determinated by disc inhibition on agar method, with 18
treatments and four repetitions. The response variable was the inhibition halo of bacterial
growth (mm). As a result, the levels of 100 and 90 to 60% dilution of EO, generated halos
of 30 and 29 to 26 mm respectively, in both strains. However, the extracts formed halos
of low bacterial growth, but not inhibition ones. The methanolic extract and methylene
chloride inhibited the fermentation of lactose in E. coli, which limits the virulence of this
bacterium. Derived from the above, it is concluded that the EO of Calendula officinalis
has antimicrobial ability and could be considered an option on the control of some infec-

tious diseases.

Key words: Antibacterial resistance, coliforms, salmonellosis
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|.  INTRODUCCION GENERAL
El riesgo de contraer enfermedades por consumir alimentos contaminados con S. ente-
rica y E. coli es muy alto en paises no desarrollados. En México son un problema de
interés publico debido a la multiresistencia a antibiéticos que reduce las opciones de
tratamiento (Hortal et al., 2001). Es por esto que surge la necesidad de buscar soluciones
gue mitiguen estos padecimientos y que no permitan el desarrollo de resistencia, por lo
gue el uso de plantas aromaticas y medicinales (PAM) se convierte en una valiosa alter-
nativa ya que su composicion fitoquimica es rica en metabolitos de tipo terpenoide con

actividad antimicrobiana.

En nuestro pais viven alrededor de 18 a 30 mil especies de plantas, entre 10 a 13 mil
son endémicas. Para el caso de plantas medicinales en México, se estima que asciende
a 4,500, de las cuales, so6lo el 11 % se ha estudiado quimicamente, el 2.6 % de forma
biodirigida y sélo el 1.9 % a nivel farmacoldgico y toxicoldgico (Cordero, 2002). Asi que,
considerando que la flora aun no sido investigada, se tiene una fuente de metabolitos
muy importante. También, aunque hay muchas especies de las que se conocen sus pro-
piedades empiricamente, el estudio cientifico de las plantas medicinales es importante
para determinar su eficacia y seguridad.

Dentro del grupo de plantas medicinales usadas en México se encuentra Calendula offi-
cinalis L. (Palma et al., 2007). Utilizada porque contiene compuestos quimicos que le
confieren numerosas actividades terapéuticas de interés para el sector industrial, cos-
mético y farmacéutico (Muley et al., 2009). Sin embargo, no obstante que se ha docu-
mentado su actividad antimicrobiana. no se ha investigado detalladamente su efecto so-
bre bacterias que atacan el tracto digestivo. Por lo que, conocer el alcance de su activi-
dad bioldgica, es un aspecto importante para explotar los probables beneficios que nos

puede brindar esta planta.



1.1 Hipétesis general
El aceite esencial y extractos de C. officinalis inhiben el crecimiento de S. enterica y E.

coli
Hipotesis especificas
El aceite esencial de C. officinalis inhiben el crecimiento de S. enterica y E. coli

Al menos un tipo de extracto de C. officinalis inhibe el crecimiento de S. enterica y E. coli



1.2 Justificacion

El presente trabajo responde al interés de encontrar soluciones alternativas a problemas
relacionados con la salud humana, especificamente a la prevencion y en el tratamiento
a enfermedades gastrointestinales provocadas por E. coli y S. entérica. Estas son ente-
robacterias separadas filogenéticamente (Fukushima y Cols, 2002) pero que provocan
cuadros clinicos de gastroenteritis aguda. Se trata de bacteriemias que pueden provocar
la muerte de personas inmunocomprometidas y que actualmente han generado niveles
alarmantes de resistencia a nivel mundial; debido a la globalizacién, las malas préacticas
de higiene, uso indiscriminado de antibioticos en la produccién de alimentos y la auto-

medicacion.

Una alternativa a la problematica anterior son las plantas que desde tiempos inmemoria-
les han contribuido a mantener la salud de los seres humanos. En la actualidad se ha
impulsado la fitoterapia debido a la aparicion de nuevas enfermedades y el poco acceso

a tratamientos farmacol6gicos en paises en desarrollo.

Por lo anterior, se plante6 la necesidad de realizar estudios con la inflorescencia de la
caléndula para comprobar su actividad antibacterial y contribuir a su uso responsable,
protegiendo a su vez, los recursos filogenéticos de la explotacion indiscriminada de la

flora.

1.3 Objetivos
Objetivo general:

Determinar el efecto bactericida del aceite esencial y de extractos orgénicos de C. offici-

nalis, sobre especies bacterianas causantes de enfermedades gastroinetstinales
Objetivos particulares:

Evaluar el efecto del aceite esencial de C. officinalis, sobre el crecimiento in vitro de S.
enterica y E. coli
Evaluar el efecto de diferentes concentraciones del extracto con hexano, metanol y clo-

ruro de metileno de C. officinalis, sobre el crecimiento de S. enterica y E. coli



REVISION DE LITERATURA

2.1 Enfermedades de interés publico
La salud es uno de los pilares de la vida humana. No se puede pensar en el bienestar de
una persona cuando su sanidad se encuentra en riesgo. Por ello, una de las tareas del

Estado es mantener sanos a todos los ciudadanos, sin distincion alguna.

En México, se tienen enfermedades de interés publico crénicas, no transmisibles, como
la diabetes, las enfermedades cardiacas, las cerebrovasculares, la cirrosis y el cancer;
las cuales dominan el panorama de la mortalidad. Ademas de los anteriores, los padeci-
mientos por los que la poblacion busca atencién con mayor frecuencia tienen que ver

con infecciones comunes; en particular, las de las vias respiratorias e intestinales.

Para el afio 2016, se reportaron poco mas de 41 millones de casos de enfermedad. La
causa mas frecuente de atencioén fueron las reportadas como “infecciones respiratorias
agudas”, con 23.4 millones de casos, mas de 56 % del total. El segundo sitio lo ocuparon
las catalogadas como “infecciones intestinales por otros organismos”, con 4.47 millones
de casos. Lo anterior indica que la atencion médica en el pais esta fuertemente dirigida

hacia la atencion de infecciones comunes (SS-SINAVE, 2016).

2.1.1 Infecciones gastrointestinales

Las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de consulta médica
y también de muerte en México y en el Mundo. Por ello, se les considera un problema de
salud publica a nivel mundial, que afecta a personas de cualquier edad y condicion social,
aunque los grupos mas vulnerables son los nifios y ancianos (Leén, 2002). Siendo las
enfermedades diarreicas la segunda mayor causa de muerte de nifios menores de cinco

afnos, y ocasionan el deceso de 525 mil nifios cada afio (OMS, 2017).

La diarrea suele ser un sintoma de una infeccion del tracto digestivo, que puede estar
ocasionada por diversos organismos bacterianos, viricos y parasitos. La infecciéon se

transmite por alimentos o0 agua contaminados, o bien de una persona a otra como resul-



tado de una higiene deficiente, o derivado de la habilidad de los microorganismos coli-
formes fecales para resistir el bajo pH, sobrevivir y multiplicarse en alimentos y utensilios,

a temperatura ambiente y en puestos de comida (principalmente los ambulantes).

Patzi-Vargas et al., 2015 realizaron un estudio de 4 afios de duracién sobre patdégenos
bacterianos que causan enfermedades diarreicas en nifios mayores de 5 afios en Mé-
xico. Se incluyeron un total de 831 nifios, y la mayoria de ellos requirieron tratamiento en
un hospital pablico en Mérida, Yucatan. La E. coli fue el principal agente bacteriano iden-
tificado entre estos nifios (28 %), seguidos de Salmonella (12 %) y Shigella (9 %), mien-

tras que Campylobacter solo se identifico en el 5 % de las muestras.

2.1.2 Control de enfermedades gastrointestinales

Estos padecimientos propios de paises en desarrollo son atendidos de acuerdo a las
condiciones socioecon6micas y remedios caseros al alcance de la poblacion, debido
principalmente a que no se cuenta con unidades basicas de atencion meédica. Es por ello
gue la gente recurre a diversos métodos para tratarse, los cuales incluyen: la colocacion
de una compresa o0 una bolsa de agua caliente sobre la zona abdominal, la rehidratacion

con jugos y remedios caseros.

La mayoria de los casos de diarrea presentan sintomas leves y se resuelven rapidamente
con terapia de rehidratacion oral, sin tratamiento con antibiéticos. Sin embargo, los pa-
cientes deben recibir tratamiento si estan debilitados, especialmente los inmunocompro-
metidos, pacientes con enfermedades crénicas como diabetes o personas extremada-
mente jovenes o viejos. También se recomienda el tratamiento para aquellos casos que

recaen o con sintomas severos y prolongados (Casburn-Jones y Farthing, 2004).

Si bien las terapias antimicrobianas tienen éxito para el control de la enfermedad, la apa-
ricion de cepas resistentes a los antibidticos ha creado la necesidad de analizar estas
cepas para desarrollar tratamientos efectivos. Diferentes estudios han informado que la
mayoria de las cepas de E. coli aisladas de nifios con diarrea fueron resistentes a varios
antibioticos, tales como: ampicilina, cotrimoxazol, tetraciclina, acido nalidixico, cloranfe-
nicol, ciprofloxacino, kanamicina, oxacina, sulfonamida, cefalotinina estreptomicina, me-
dicamentos comunmente utilizados para tratar la diarrea pediatrica (Souza et al., 2009;
Patzi-Vargas et al., 2013).



Adicionalmente, la mayoria de los farmacos inducen diversos efectos colaterales inde-
seables como alergias, aplasias de médula 6sea, trastornos gastrointestinales (dolor de
estdmago, estomatitis, constipacion), anemia, glositis, conjuntivitis, reacciones dermato-
l6gicas, fiebre, hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, neuritis, ototoxicidad, fototoxicidad, pue-
den provocar alteraciones del equilibrio, sordera, lesiones renales, bloqueo neuromus-

cular, paralisis respiratoria y reacciones de hipersensibilidad, entre otros (PLM, 2005).

Este panorama muestra una realidad muy compleja, por un lado la ineficiencia de las
politicas publicas para mantener una cobertura amplia de farmacos y por el hecho de
gue son medicamentos con alto costo monetario para personas de bajos recursos. Asi
mismo los efectos secundarios de estos, provoca que las personas no terminen los tra-
tamientos, lo cual conlleva un efecto ain mas dafiino: la resistencia bacteriana a los
antibioticos. Es por ello que una opcidén que no es tan agresiva y de bajo costo son las

plantas medicinales, en las cuales México tiene una tradicion milenaria

En el caso de los extractos de plantas con actividad antimicrobiana, son varios los ejem-
plos histéricos que demuestran que los vegetales son fuentes potenciales de nuevos
compuestos anti-infecciosos. Asi tenemos que la artemisina, glaucarubina, benzoina y
emetina, por mencionar algunos, fueron aislados de plantas usadas en medicina tradi-
cional. Actualmente se han planteado las vacunas orales basadas en plantas, con un
proceso de fabricacion simple en el que no se necesitan dispositivos médicos adicionales
para la inyeccioén ya que la inmunogenicidad del antigeno, asi como la actividad biol6gica
se conservan en el tracto gastrointestinal debido a su bio- encapsulacién natural en las

células vegetales (Takeyama et al., 2015).

2.2 Infeccion por E. coli

En 1885 Theodor Escherich identificd y caracterizd una bacteria, aislada de las heces de
los recién nacidos, y la llamé Bacterium coli commune, la cual en 1911 se renombré en
honor a su descubridor como Escherichia coli. Es una bacteria Gram negativa, anaerobia
facultativa y crece de manera Optima bajo condiciones aerdbicas a 37 °C. Es habitual en
el intestino del ser humano y de otros animales, por lo que la mayoria de las cepas son
inofensivas. Sim embargo, las cepas patdgenas causan una variedad de enfermedades,

incluyendo gastroenteritis, disenteria, sindrome hemolitico urémico, infeccion del tracto
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urinario, septicemia, neumonia, y meningitis (Leggett et al., 2012). Con base en sus fac-
tores de virulencia y enfermedades que causan, las cepas patdgenas de E. coli se clasi-
fican en subgrupos distintos: E. coli diarreogénica (DEC), E. coli adhesion-difusa (DAEC),
E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC) (Meng et
al., 2007).

La infeccion por E. coli se transmite a los seres humanos principalmente a través del
consumo de alimentos contaminados, como carne cruda o poco cocida, leche cruda, la
contaminacion fecal del agua y vegetales. Los sintomas de la enfermedad incluyen coli-
cos y diarrea, que puede ser sanguinolenta. También pueden aparecer fiebre y vémitos.
La mayoria de los pacientes se recuperan en el término de 10 dias, aunque en algunos
casos la enfermedad puede causar la muerte (Leggett et al., 2012).

La principal preocupacion en los ultimos afios ha sido un creciente nimero de brotes de
EHEC, esta cepa causa diarrea con sangre y sindrome hemolitico urémico, se ha aislado
de las heces de gaviotas, pollo, cabras, ovejas, cerdos, perros y gatos. (OMS, 2015). Asi
mismo, varios estudios conducidos por Estrada-Garcia et al., 2009 han documentado la
presencia de ETEC, otros DAEC y patdgenos entéricos en puestos de comida callejeros
en la ciudad de Pachuca, México y en vegetales, frutas, jugos y otros productos agricolas
comestibles. Se han detectado ETEC en 12 % de chile serrano, 2 % en jalapefio y en 2-
3 % de tomate, alfalfa y jugo fresco de remolacha, disponibles en los mercados publicos
de Pachuca (Gomez- Aldapa et al., 2014, Rangel-Vargas et al., 2015).

En la Ciudad de México, se analizaron muestras fecales de 1000 pacientes con diarrea
aguda que asistieron a varios hospitales para determinar la presencia de patdgenos en-
téricos. ETEC se encontré en 54 muestras. Estas cepas de ETEC eran resistentes a
multiples farmacos. El 80 % de ellos eran resistentes a la rifaximina, el 30 % a ampicilina
y 50-90 % a fosfomicina, trimetoprim-sulfametoxazol, neomicina, furazolidona, cloranfe-
nicol y ciprofloxacino (Novoa-Farias et al., 2016).

La E. coli diarreogénica como patotipo merece una atencion especial ya que es respon-
sable de entre el 30 y 40 % de los episodios de diarrea aguda en nifios de paises en
desarrollo; estas bacterias estan siendo reconocidas como patdégenos importantes in-

cluso en el mundo desarrollado. Sin embargo, la importancia de la E. coli diarreogénica



se subestima debido a los limitados métodos de diagnostico disponibles en los paises en
desarrollo

Derivado de la aparicion de estas cepas virulentas y multiresistentes a antibidticos, en
2009 se creo la Coalicion Latinoamericana para la Investigacion de E. coli (LACER) para
promover y ampliar los esfuerzos de investigacion en el continente americano y trabajar
en conjunto para mejorar el bienestar de la poblacién. Para el 2016, el grupo LACER
consistia en una red multidisciplinaria de mas de 60 grupos de investigacion que trabajan
en diferentes aspectos de E. coli patdégena, incluyendo la epidemiologia, la patogénesis,

vacunas, salud publica, vigilancia e identificacion clinica y tratamiento.

2.3 Infeccion por S. enterica

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se caracteriza por ser
bacilos méviles Gram negativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos. Son
considerados como habitantes de la microbiota normal, sin embargo, casi todos los
miembros del género son potencialmente patégenos y en ocasiones bajo condiciones de
higiene inapropiadas pueden presentarse contaminando alimentos y causar salmonelo-
sis que actualmente es el padecimiento asociado al consumo de alimentos mayormente
reportado en Estados Unidos (FDA, 2017). En México no se cuenta con estadisticas na-
cionales de infecciones por Salmonella, con frecuencia el médico hace un diagndstico
basandose en el cuadro clinico del paciente, pero sin contar con los estudios microbiol6-

gicos necesarios para establecer un diagndstico certero.

La Salmonella es un patdgeno transmitido por los alimentos que causa una gran cantidad
de casos de fiebre tifoidea, gastroenteritis y muertes cada afio en todo el mundo, los
sintomas se desencadenan posterior a un periodo de incubacion de 6 a 48 h, en las
cuales el microorganismo se multiplica y coloniza el tracto digestivo bajo cinco diferentes
sindromes clinicos: portador asintomatico, gastroenteritis aguda, bacteriemia, infeccio-

nes focales (meningitis, osteomielitis 0 abscesos) y fiebre tifoidea (OPS, 2017).

También conocida como intoxicacion alimentaria, la gastroenteritis es caracterizada por
un corto periodo de incubacién y un predominio de una presentacion inicial de sintomas

tales como nauseas, vomitos, diarrea, fiebre, dolor de cabeza, calambres abdominales y



mialgias. Los niflos menores de cinco afios exhiben las tasas mas altas de salmonelosis
causando gastroenteritis aguda. Por lo general, S. enterica serotipo Typhimurium es el
serotipo mas comun que puede causar una forma grave de gastroenteritis en humanos,

caracterizada por afectacion del colon, septicemia, fiebre y aborto (Murray et al., 2013)

2.4 Resistencia bacteriana a antibidticos- Era post antibiotica

Selman Waksman, el famoso microbidlogo del suelo que descubrié la estreptomicina,
propuso el término "antibidtico”, aunque €l y sus colegas refirieron este término para
aguellos compuestos producidos por microbios para contrarrestar el crecimiento de otros
microbios; sin embargo, posteriormente el término utilizé para referirse a cualquier molé-
cula organica con propiedades antibacterianas (Waksman y Flynn 1973). Los microbios
gue producen antibidticos se estudian en gran parte para explotar su potencial terapéu-
tico; no obstante, se sabe que estos compuestos desemperfian un papel multifacético en
la comunidad microbiana, incluso actuando como moléculas de sefializacion (Koul et al.,
2016). Ahora se entiende que los antibioticos y los genes de resistencia a los antibioticos
coevolucionaron en el organismo para conferir un rasgo, ventajoso para el organismo
frente a la presion de seleccion. Entonces, la resistencia a los antibioticos es un feno-
meno natural, sin intervencion humana. Sin embargo, también sabemos que el reciente
aumento en la resistencia a los antibidticos se debe a la inmensa presion de seleccion
creada en diversos niveles por las actividades antropogénicas. (Andersson y Hughes,
2010).

En el siglo pasado, los avances en las ciencias biomédicas condujeron a mejoras en la
calidad de la vida humana, principalmente se desarrollaron medicamentos efectivos para
la mayoria de las enfermedades infecciosas, sin embargo, el uso excesivo de medica-
mentos generd patégenos resistentes a dichas sustancias que conducen a formas intra-
tables de muchas enfermedades (Arora, 2017), varios agentes patégenos bacterianos y
fungicos han vuelto y una vez méas se han convertido en una necesidad clinica no satis-

fecha de enfermedades infecciosas (Fauci y Morens, 2012).

El uso no contabilizado de antibidticos que ha dado lugar a la aparicion de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a los medicamentos es un sombrio recordatorio

de la poderosa adaptacion de la naturaleza (Kalia et al., 2014).
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Segun las estimaciones actuales del Centros para el Control y Prevencion de Enferme-
dades (CDC) de los E.U.A., hubo dos millones de casos de infecciones con 23,000 muer-
tes por organismos resistentes a los antibiéticos en Estados Unidos solamente en 2013.
Comprensiblemente, la incidencia de la resistencia a los medicamentos es de gran im-
portancia econémica debido a sus graves consecuencias para la salud y, por lo tanto, el
Foro Econdmico Mundial enumerd la resistencia a los antibiéticos como la segunda ma-
yor amenaza para la salud humana debido al fuerte aumento de las infecciones en los

ultimos afos (Blair et al., 2015).

La frecuente prescripcion de antibioticos por parte de los médicos y la costumbre de
tomar antibiéticos sin consultar a un profesional, especialmente en los paises en desa-
rrollo se consideran las principales causas de resistencia en bacterias contra un particular
antibiotico o una combinacién de antibioticos. Entre muchos paises de América Latina,
incluidos Brasil y México, se implementaron restricciones sobre las ventas de antibioticos
sin receta en 2010 (Santa-Ana-Tellez et al., 2015). Aun asi en un estudio realizado por
Ouyang-Latimer et al., 2011, los aislados de ETEC de México, mostraron una mayor
resistencia a lo largo de los afios a ciprofloxacino y levofloxacino, en comparacion con
los aislados en América Central. Otros autores mas han estudiado la prevalencia de DEC
en niflos con diarrea hospitalizados en la peninsula de Yucatan, diez por ciento de los
casos estaban infectados con cepas de ETEC que albergaban los llamados genes de
virulencia, tales como aap (dispersina), aatA (translocador), ast (EAST-1), pet (toxina
codificada por plasmido) y cdt (toxina distal citoquetal). Estos genes estaban presentes

en 93 % de las cepas (Patzi-Vargas et al., 2015).

En las investigaciones sobre la informacion genética de estas bacterias se ha encontrado
gue, una cuarta parte de las cepas aisladas de nifios con 5 afios de edad en Bangladesh
y México portan el gen del pilus Longus major de tipo IV de ETEC (Cruz-Cordova et al.
2014). En ese sentido se ha estudiado la diversidad bioquimica y genética de 166 cepas
de ETEC aisladas de sujetos estadounidenses en las ciudades de Cuernavaca y Guada-
lajara, México; durante los meses de verano. La mayoria de las cepas tenian toxinas
termoestables (ST). Fueron identificados veinticuatro grupos clonales, lo que indica una

gran cantidad de genes y a su vez la diversidad entre cepas de ETEC en estos lugares
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en particular (Ouyang-Latimer et al., 2010). Adema&s, debido al lipopolisacarido de la pa-
red celular (LPS) de varias bacterias Gram negativas como E. coli, P. aeruginosa, Vibrio
cholera y Salmonella enterica son intrinsecamente menos permeables y, por lo tanto,
resistentes a muchos antibiéticos hidrofébicos, como la eritromicina, roxitromicina, clari-

tromicina y azitromicina (Kojima y Nikaido, 2013)

Es evidente que con el tiempo hay un cambio de las cepas de bacterias en las poblacio-
nes humanas, lo que justifica la necesidad de una vigilancia continua en los patrones de
susceptibilidad en todo el mundo y recomendaciones geogréficas especificas sobre la

terapia de enfermedades diarreicas.

2.5 Fitoterapia

En México hay un 80 % de personas que consumen plantas medicinales para tratar di-
ferentes enfermedades; por lo que, su demanda y la de los productos elaborados con
ellas es creciente. Esto representa una alternativa econdémica importante a cultivos tra-
dicionales, por lo que cada vez mas aumenta la superficie de cultivo de plantas aromati-
cas y medicinales (Rosete et al., 2013). Esta tendencia ha sido propiciada por el descu-
brimiento de efectos secundarios en farmacos sintéticos, el mayor conocimiento quimico,
farmacoldgico y clinico de las drogas vegetales, el impulso de nuevas formas de prepa-
racion y de administraciéon de las drogas vegetales y el desarrollo de métodos analiticos

gue garantizan un mejor control de calidad (Sharapin, 2000; Furlan, 2005).

En México, se reconoce oficialmente el empleo de las plantas con fines terapéuticos. La
Ley General de Salud, en su Capitulo IV: Medicamentos, articulo 224, inciso B, fraccion
lll, reconoce a los medicamentos herbolarios y los define; asi como a los Remedios
Herbolarios, en el capitulo correspondiente al Reglamento de Insumos para la Salud
(1998), Titulo tercero, Capitulo Unico, articulo 88. Mas adelante, en al articulo 96 del
mismo capitulo se plantea que: “La venta y suministro al publico de los Remedios Her-
bolarios seran de libre acceso”. Gracias a estas legislaciones, el nimero de plantas me-
dicinales en México asciende a la cantidad de 4,500 pero solamente 11 % se ha estu-
diado quimicamente, 2.6 % de forma biodirigida y sdlo 1.9 % a nivel farmacolégico y

toxicoldgico (Cordero, 2002). De los porcentajes estudiados en el area de la fitoquimica,
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las plantas medicinales se han caracterizado por sus posibles compuestos bioactivos,

ensayos de bioactividad e identificacion de modos de accidn potenciales.

Cuando se conocen los efectos curativos de las plantas, ya sea empirico o cientifico, es
de suma importancia conocer la mejor manera de administracion y dosificacion de la
droga. Los extractos, aceites esenciales, infusiones y tinturas son algunos de los prepa-
rados mas utilizados en fitoterapia. Por otro lado, con formas farmacéuticas como cap-
sulas, comprimidos, jarabes, pomadas, se consigue mejorar la presentacion y facilita su

administracion

2.6Aceite esencial

El término aceite esencial (AE) es una contraccion de “aceite de excelencia”. Se encuen-
tran en distintos érganos de la planta, como flores, tallos, semillas, frutos, raices, corteza,
hojas; y se pueden encontrar almacenados en células epidérmicas, cavidades, canales
0 en tricomas glandulares. (Fahn, 1988). La capacidad de acumular aceites esenciales
no esta omnipresente en las plantas sino que es una caracteristica de algunas familias
botanicas (Husnu et al., 2006). Los AE son sustancias liquidas, volatiles, generalmente
incoloras, son solubles en lipidos y en disolventes organicos con una densidad general-
mente mas baja que la del agua. Un aceite esencial definido por la Organizacion Inter-
nacional de Normalizacion (ISO) es un “producto obtenido a partir de material vegetal, ya
sea con destilaciéon por arrastre de vapor o desde el epicarpio de los frutos citricos me-

diante un procedimiento mecanico” (Lubbe et al., 2013).

2.6.1 Biosintesis de aceites esenciales

En el esquema general de las reacciones biosintéticas a través de la fotosintesis, las
plantas convierten el diéxido de carbono y agua en glucosa; en la glucdlisis se produce
fosfoenolpiruvato, elemento clave para el shikimato. La descarboxilacién de fosfoenolpi-
ruvato da a la unidad de dos carbonos de acetato y éste es esterificado con la Coenzima-
A para dar Acetil CoA, la condensacion de ésta conduce a los policétidos y lipidos. La
Acetil CoA también es un punto de partida para la sintesis de acido mevaldnico, que es

el material de partida clave para los terpenoides como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Rutas generales de la biosintesis de metabolitos secundarios (Sell, 2010).

2.6.2 Composicion de aceites esenciales

El AE es una mezcla de diferentes sustancias organicas liposolubles de bajo peso mole-
cular. Puede contener de 20 a 60 componentes principalmente de naturaleza terpénica
y en menor proporcién compuestos aromaticos (aldehidos, alcoholes, cetonas y ésteres)
y alifaticos. Los terpenos estan formados por unidades de isopropeno (C5) y se dividen
en: monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15); cuando el nimero de subunidades iso-
prenoides es bajo (hasta 15 carbonos) suelen ser compuestos volatiles y pueden ser
olorosos y servir de intermediarios para la comunicacion entre organismos (Bakkali et al.,
2008).

Los terpenoides son el grupo mas importante de productos naturales en lo que respecta
a los aceites esenciales. Algunos autores, particularmente en la literatura mas antigua,
se refieren a ellos como terpenos, pero este término se restringe hoy en dia a los hidro-
carburos monoterpenoides. Son sustancias compuestas de unidades de isopreno (2-me-

tilbutadieno). El isopreno no se encuentra a menudo en los aceites esenciales y no es
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realmente un intermediario en la biosintesis, pero el esqueleto del 2-metilbutano es facil-
mente perceptible en los terpenoides. La direccion de acoplamiento de las unidades de
isopreno es casi siempre en una direccion, el denominado acoplamiento de cabeza a
cola, este patrén de acoplamiento se explica por la biosintesis de los terpenoides, Figura
2. El intermediario clave es el acido mevalodnico, que esta formado por tres moléculas de
acetil CoA. La fosforilacion del acido mevaldnico seguida de la eliminacion del alcohol
terciario y la descarboxilacion analogo del grupo acido adyacente produce pirofosfato de
isopentenilo. Esto puede ser isomerizado para dar pirofosfato de prenilo. El acoplamiento
de estas dos unidades de 5 carbonos da una unidad de 10 carbonos, geranil pirofosfato,

adiciones posteriores de isopentenil pirofosfato conducen a 15-, 20-, 25-, etc. unidades.

owm /J\/\ JEE) /k/\ (HP)

acido mevaldnico Mg?*
Pirofosfato de isopentenilo pirofosfato de prenilo

)/\ base H ¥ “-base

pirofosfato de prenllo ‘/_

0
O\"(%) geranilpirofosfatcp — elC.

Pirofosfato de isopentenilo

Figura 2. Acoplamiento de unidades C5 en biosintesis de terpenoides.

2.6.3 Métodos de extraccion y analisis de AE

Industrialmente se utilizan varios métodos para obtener AE. Los mas comunes son la
hidrodestilacién y el arrastre con vapor de agua, el segundo es uno de los mas importan-
tes, en este proceso el material vegetal (intacto o picado) se coloca en un recipiente con
agua y se hierve, los vapores heterogéneos se condensan en la superficie fria y por
diferencias de densidad y miscibilidad el AE se separa del agua. La termo-micro destila-
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cion (TAS) es otro método utilizado, el cual permite la extraccion directa de los compues-
tos vegetales sin descomposicion. (Chlodwig et al., 2010). Un factor que influye en el
rendimiento de la extraccion de aceite esencial es el método utilizado. Para el caso de
caléndula, el método que proporciona el aceite de mas alta calidad (sin pigmentos) es la
hidrodestilacion, y contiene la mayor cantidad de compuestos, aunque requiere mucho

tiempo para procesar muchas muestras de forma simultanea (Salomeé-Abarca, 2015).

La obtencion de extractos puede lograrse por trituracion, maceraciéon o una mezcla de
los dos, y la separacién de los componentes se realiza utilizando agua, hexanos, diclo-
rometano, etanol, metanol y otros solventes organicos, en diferentes concentraciones.
En la extraccion con cloruro de metileno, el material vegetal se extrae por agitacion du-
rante 48 horas, la suspension se filtra y se concentra con un rota evaporador. Este mé-
todo es util para extraer otro tipo de compuestos, frecuentemente incluye sustancias li-
pofilicas. La centrifugacién es otro método que permite la separacion del AE, por ejemplo,
la esencia de naranja se obtiene tallando la corteza y se somete a centrifugacion para
separar el aceite esencial de la fase acuosa. Otras técnicas que permiten la extraccion
de AE son: presion en frio, extraccion con COz2, extraccion con microondas y con grasas
(Asbahani et al., 2015).

Los métodos aplicados en el andlisis de los AE permiten conocer los componentes que
lo constituyen y el porcentaje de cada uno de ellos. El principal método es la cromato-
grafia de gases acoplada a un espectrometro de masas (CG-SM). En esta técnica se
identifican y cuantifican los componentes. Otra técnica que nos permite la caracterizacion
preliminar de los aceites esenciales es la cromatografia en capa fina (CCF), la cual es

muy sencilla, rapida y econdmica (Zellner et al., 2010).

2.6.4 Importancia de los aceites esenciales

Los AE desempefian un papel ecoldgico, son efectivos atrayentes de polinizadores e
intervienen como moléculas de defensa frente a la perdida de agua, patdgenos y como
disuasorios alimentarios. Los AE son efectivos antibacterianos, antivirales y antifangicos
debido al gran nimero de componentes que los constituyen. Una caracteristica de los
AE es su hidrofobicidad, ya que les permite introducirse a través de los lipidos de la

membrana celular de las bacterias y causar dafio a las proteinas, asi mismo coagular el
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citoplasma y permeabilizar la membrana provocando la pérdida de iones y la reduccion
del potencial de membrana, lo cual induce la fuga de macromoléculas y consecuente-
mente su lisis (Bakkali et al., 2008).

2.7 Calendula officinalis “Caléndula”
C. officinalis es originaria del mediterraneo (Naguib et al., 2005), fue cultivada desde el

siglo XII por egipcios, griegos, hindues y arabes (Safdar et al., 2010).

El género Calendula L. incluye aproximadamente 25 especies herbaceas anuales o pe-
rennes, entre las encontradas en México: Calendula officinalis Linn., C. arvensis Linn., C.
suffruticosa Vahl., C. stellata Cav., C. alata Rech., C. tripterocarpa Rupr. (Baciu et al.,

2010). C. officinalis es la Unica cosmopolita.

Las variedades de esta planta no han sido bien descritas y certificadas, de modo que se
desconoce cémo conseguirlas de manera formal. Para ilustrar, algunas variedades que
se cultivan comercialmente no son homogéneas, presentan una gama amplia de carac-

teristicas florales.

Por lo anterior, la produccion de capitulos florales pueden variar de forma considerable
debido a factores que afectan su crecimiento y desarrollo floral; tales como: latitud, época
de cultivo, manejo del cultivo, calidad de la semilla y calidad del suelo (Coradini et al.,
2011).

2.7.1 Toponimia
La palabra “caléndula” viene del latin calenda que designaba el primer dia del mes. Los
romanos, sin embargo, la llamaban solsequium, que quiere decir “que sigue al sol”, ac-

cion gue realizan las inflorescencias al igual que los girasoles.

Tiene una gran diversidad de nombres comunes. En Colombia se le llama caléndula, flor
de muerto, maravillosa, botén de oro, corona de rey, caldo, flamenquilla, maravilla, ca-
Iéndula oficinal, chucho, espanta novios. En Estados Unidos se le conoce como pot ma-
rigold, o caléndula. Alemania: Reingelblume. En Brasil: bom-meque, mal-me-quer. En

Chile: chinita. En Cuba: copetuda, mercadela, flamequilla. En Espafia: caldo, flor de to-
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dos los meses, mejicanas, flamencuella, flamequilla, tudesca, maravilla tudesca, merca-
dela, reinita, rosa de muertos, corona del rey. En Francia: soici, souicides jardins. México:

Mercadela, maravilla, altareyna (Universidad Nacional de Colombia, 2007).

2.7.2 Descripcion botanica

C. officinalis es una planta herbacea, anual, erecta, de 60 cm de altura, con tallos angu-
lares, pubescentes y ramificados. Con hojas simples, alternas, sésiles, que pueden ser
espatuladas o lanceoladas y con margenes dentados. La hoja entera esta cubierta de

pelos finos muy cortos (Khalid y Teixeira, 2012).

El capitulo floral esta integrado por una corola con flores liguladas y tubulares. Figura 3
Las flores masculinas tienen ovarios solidos o uniloculares sin 6vulo. En contraste, los
ovarios de flores femeninas son siempre uniloculares con évulos anatropos, unitégmicos
(con un solo tegumento) y tenuinucelados. El desarrollo del saco embrionario sigue el
tipo Polygonum de origen monosporico. El grano de polen maduro es del tipo de tres
células (Ao, 2007). La polinizacion es cruzada, y el transporte de los granos de polen es

realizado por diversos insectos, que son atraidos por el aroma o el color de sus flores.

El fruto es un aquenio encorvado, de 1 a 2 cm de largo, 2 a 3 mm de anchoy de 3a 4
mm de grosor; con dos caras, una dorsal y una ventral; en la cara ventral se localiza el
sitio de emergencia de la radicula durante la germinacion, y en el costado dorsal se en-
cuentran una serie de apéndices o espinas dorsales que facilitan su fijacion por diferentes
agentes dispersores. Dentro del fruto se encuentra la semilla y el embrién, que poseen
una forma conica. El extremo puntiagudo hacia la base del fruto corresponde a la radicula

y el redondeado al 4pice de los cotiledones (Victoria et al., 2007).
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Figura 3. Inflorescencia de caléndula, tomada en primavera de 2017 en ColPos-Montecillo

2.7.3 Metabolitos secundarios

Contiene AE compuestos por mono y sesquiterpenos oxigenados, como carbona, io-
nona, genarelicetona, mentona, isomentona, cariofileno, cariofilencetona, y- terpineno,
a-muuroleno, y y 8-cadineno, pedunculatina, dihidroactiniodidlido, entre otros componen-
tes. También contiene flavonoides, como heterdsidos de isoramnetina, quercetina y nu-
merosos compuestos sapondsidos hemoliticos derivados del acido oleandlico (calendu-
I6sidos). Sintetiza alcoholes triterpénicos como a y 3-amirina, taraxasterol, calenduladiol,
arnidiol, faradiol, y triterpentioles pentaciclicos. Contiene esteroles libres, esterificados y
glicosilados, carotenos y xantofilas, poliacetilenos, &cidos fendlicos, taninos. Cuatro es-
pecies de caléndula han sido investigadas sus caracteristicas quimicas (Muley, 2009).

Asi mismo, Arora y Sharma estudiaron la composicién quimica de la planta (Cuadro 1.)
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Cuadro 1. Constituyentes quimicos identificados en las inflorescencias de caléndula.

Metabolitos secundarios de caléndula

Glucésidos  tri-
terpénicos

Alcoholes triter-

pénos

Flavonoides

Glucoésidos ses-
quiterpe-nos:

Carotenoides

Hidroxicoumari-
nas

Acidos fendlicos
Aceites volatiles
Quinonas
Acidos grasos:
Otros:

Calendulaglucésido A, calendulaglucésido A 6’- O- metil ester, calen-
dulaglucésido A 6’- O- n- butil ester, calendulaglucésido B, calendu-
laglucésido B 6’- O- n- butil ester, calendulaglucésido C, calendu-
laglucésido C 6’- O- metil ester, calendulaglucésido C 6’- O- n- buitil
ester, calendulaglucésido D, calendulaglucésido D2, calendulaglucé-
sido F, calendulaglucésido F 6’- O- butil ester, calendulaglucésido G
6’- O- metil ester, calendasaponinas A- D

monoles libres y esterificados, dioles y trioles o tipo y- taraxastano
incluyendo y- taraxasterol, faradiol, heliantriol Bo, heliantriol C, tipo ta-
raxastano incluyendo taraxasterol, arnidiol, heliantriol B1, tipo lupino
incluyendo lupeol, calenduladiol, heliantriol B, tipo ursano incluyendo
a- amyrin, brein, ursadiol, ursatriol, tipo oleanane incluyendo - amy-
rin, maniladiol, eritrodiol, longispinogenin, heliantriol A;

Quercetina, isoramnetina, kaempferol, rutina, hiperosido, isoquerce-
tina, astragalina, quercetin 3- O- glucésido, quercetina 3- O- rutino-
sido, quercetina 3- O- neohesperidosa, guercetina
3- O- 2G-ramno- sylrutinosido, isoramnetina 3- O- glucoside, iso-
ramnetina  3- O- rutinosido, isoramnetina 3- O- neochesperidosido,
isoramnetina - O- 2G- ramnosylrutinosido

Officinosidos Cy D

Luteina, zeaxantina, flavoxantina, auroxantina, - caroteno, luteoxan-
tina, violaxantina, B- cryptoxantina, mutaxantina

Escopoletina, umbelliferona, esculetina

acido clorogénico, cafeico, coumarico y vanillico

a- cadinol, T- cadinol; a- cadineno, limoneno, 1,8- cineol
a- tocoferol, filoquinona

acido caléndico, acido dimorfecélico

Esteroles, mucilago, carbohidratos, resinas, taninos, aminoacidos.
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2.7.4 Usos terapéuticos

Caléndula se ha extendido por todo el mundo con multiples usos: ornamental, materia
prima para la elaboracion de productos de cosmetologia (Andersen et al., 2011), produc-
cion de tintes o de aceites (Guinot et al., 2008) y para fines terapéuticos (Safdar et al.,
2010).

Ghorbani (2005) encontr6 que las partes aéreas de C. officinalis se usan para el trata-
miento de calculos renales y calculos biliares. Se ha utilizado como desinfectante, anti-
espasmadico y diurético (Tiwari, 2008). En Espafia, las hojas se consideran sudorifi-
cas. Se usa como emenagogo, diaforético y sedante (Dall, 2008). Se sabe que tiene pro-
piedades cicatrizantes y las hojas trituradas se aplican de manera topica sobre las heri-
das (Abbasi et al., 2010). La coccion de las inflorescencias se ha usado para tratar que-
maduras (Passalacqua et al., 2007). Se ha utilizado en el tratamiento de inflamaciones
de 6rganos internos, Ulceras gastrointestinales, dismenorrea, diurético y diapoforico en
convulsiones. También se usa contra las inflamaciones de la mucosa oral y faringea,
heridas y quemaduras (Yoshikawa et al., 2001). La literatura ha demostrado que un té
de hierbas elaborado con C. officinalis podria mejorar los sintomas de la colitis, las Ulce-
ras duodenales y la gastroduodenitis. Es una hierba limpiadora y desintoxicante y la in-
fusion trata las infecciones cronicas (Blumenthal, et al., 2001). Los capitulos secos se
han usado como antipiréticos, antitumorales y cicatrizantes (Ukiya et al., 2006). La apli-
cacioén topica de infusion de flores se usa como antimicético y antiséptico en heridas,
esguinces y conjuntivitis (Rehecho et al., 2011). El té se usa en lavados de 0jos, garga-
ras, erupciones de pafnal y otras afecciones inflamatorias de la piel y las membranas

mucosas (Safdar et al., 2010).

También se ha demostrado actividad antibacterial de extractos de caléndula, para inhibir
a bacterias como Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Enterococcus pneumoniae y Candida albicans (Safdat et al., 2010; Goyal y Mathur,
2011).
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El extracto con cloruro de metileno-metanol (1:1) de inflorescencias ha mostrado potente
actividad anti-VIH in vitro, basada en el ensayo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo-
lio MTT/tetrazolio. Esta actividad fue atribuida a la inhibicion de HVI1-RT, a concentra-
ciones de 1000 uyg mL™1, y también como la supresion de la fusion del VIH a 500 ug mL-
1 (Muley et al., 2009).

La planta esta enlistada en la ESCOP (European Scientific Cooperative On Phytothe-
rapy), para la cicatrizacion de heridas y acciones antiinflamatorias. El aceite esencial de
la planta se utiliza para calmar el sistema nervioso central y como sanador de heridas
(Miliauskas et al., 2004).

Las preparaciones de caléndula, incluyen la pomada Traumeel®, carofilénica (contiene
carotenoides extraidos de las flores) y tintura, es uno de los constituyentes de la medicina

homeopatica patentada, para el tratamiento de lesiones musculo esqueléticas.
2.7.5 Informes farmacoldgicos

La literatura disponible revela que de entre 12 y 20 especies de Calendula, solo tres
especies, es decir, C. officinalis, C. arvensis y C. suffruticosa han sido evaluadas por sus

actividades farmacoloégicas.

Se ha evaluado el efecto inmunomodulador in vitro, sobre linfocitos de sangre periférica
y timocitos, de los extractos etandlicos (Amirghofran y cols, 2000). Extractos de diferen-
tes polaridades de flores, exhibieron efectos antioxidantes sobre la peroxidacion lipidica
liposémica inducida por Fe?* y &cido ascoérbico (Popovic et al., 2000). En un sistema de
prueba en membranas bucales porcinas, se observaron procesos adhesivos, esto su-
giere gque los polisacéaridos de la planta pueden contribuir a los efectos terapéuticos en el
tratamiento de la mucosa irritada (Schmidgall et al., 2000). El aceite esencial de las flores
inhibié el crecimiento in vitro de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, P. aerugi-
nosa y Candida albicans. Extracto con acetona, de etanol y agua inhibieron el creci-
miento in vitro del hongo Neurospora crass. Una fraccion de flavonoides aislada de las
flores, inhibio el crecimiento in vitro de S. aureus, Sarcina lutea, E. coli, Klebsiella pneu-

moniae y Candida monosa. El extracto de etanol al 50 % de la planta mostré actividad
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espermicida en ratas a la concentracion de 2 %. También inhibié el crecimiento de mi-
croorganismos patdégenos como: Pseudomonas syringae, P. fluorescens, Xanthomonas
campestris, Agrobacterium tumefaciens (Radioza et al., 2007). En cuanto a la actividad
anti-fangica se analiz6 el aceite esencial de las flores contra varias cepas de hongos
(principalmente Candida albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei
y Rhodotorella spp. (Muley et al. 2009).

2.7.6 Estudios clinicos

En mujeres con heridas quirdrgicas, la aplicacion local de una mezcla que contenia 70
% de extracto oleoso de Hypericum perforatum y 30 % de extracto oleoso de Calendula
sp. mejoro la tasa de curacion, en comparaciéon con los controles (Lavagna et al., 2001).
La actividad antiinflamatoria demostrada junto con su poder cicatrizante y regenerador
de epitelios justifica su amplia utilizacion en diversas alteraciones de la piel y en la cica-
trizacion de heridas quirdrgicas. Relacionada con esta accion, se realizé un estudio con
245 pacientes operadas de cancer de mama. Estas pacientes recibieron caléndula o tro-
lamina (un rutinario tratamiento de aplicacion topica durante la radioterapia postinterven-
cion) y los resultados mostraron que la presentacion de dermatitis aguda grado 2 o0 mas
alta fue significativamente mas baja en pacientes que usaron caléndula en vez de trola-
mina (Pommier y cols, 2004); Por otro lado, Wong et al., observé que la evidencia es
débil para la efectividad en el tratamiento de la toxicidad cutanea inducida por la radia-
cion. A pesar de la fuerte evidencia en el laboratorio que respalda el mecanismo de ac-
cion de la caléndula para prevenir la toxicidad cutanea inducida por la radiacién, los es-
tudios clinicos han demostrado resultados mixtos. (Kodiyan y Amber, 2015). El examen
clinico de una pomada con extracto de C. officinalis se llevé a cabo en 34 pacientes con
llagas abiertas de la pierna. Un total de 21 pacientes con 33 llagas abiertas fueron trata-
dos con un unguento, aplicado dos veces al dia durante 3 semanas. En siete pacientes,
se logro la epitelializacion completa. En el grupo de control hubo una disminucién del
14.52 %. Hubo una aceleracion estadisticamente significativa de la cicatrizacion de heri-
das en el grupo experimental (P <0,05), lo que sugiere los efectos positivos de la pomada

con extracto de caléndula sobre la epitelizacion de las llagas abiertas (Duran et al., 2005).

22



Otros ensayos en los que se estudia su accion antiinflamatoria son los estudios realiza-
dos en nifios que presentan otalgias asociadas a otitis medias, en los que se ha compa-
rado el tratamiento con gotas de un producto compuesto de extractos de varias plantas
(Calendula officinalis, Allium sativum, Verbascum thapsus, Lavandula angustifolia, Hype-
ricum perforatum) con anestésicos en gotas convencionales con o sin amoxicilina. El
porcentaje de reduccién del dolor en el grupo tratado soélo con el extracto es mayor que

los grupos tratados con antibidticos y/o anestésicos (Sarrel y cols, 2003).

Dada la potencial promesa de caléndula como antiinflamatorio y antioxidante, ha habido
numerosos desarrollos en el entorno clinico. Se ha observado que aumenta la cicatriza-
cion de la piel en la mucositis oral después del tratamiento con 5-fluorouracilo (Tanideh
etal., 2013). Asimismo, en un estudio aleatorizado de 40 pacientes con cancer de cabeza
y cuello que recibieron radioterapia, los que recibieron enjuague con caléndula tuvieron
una intensidad menor de mucositis orofaringea. La eficacia en estos casos se ha atri-
buido a flavonoides y sustancias fendlicas, conocidas por sus capacidades de elimina-
cion de radicales libres y quelantes (eliminacion de metales pesados del cuerpo) (Babaee
et al., 2013).

Moradkhani et al. (2015) encontraron que la administracion oral de un extracto hidroal-
cohdlico de caléndula mejor6 el aprendizaje de evitacion pasiva (PAL) y la memoria de
las ratas de control. La evaluacion in vivo e in vitro del extracto de flor reveld que tiene

un profundo efecto sobre la defensa antioxidante del sistema nervioso.

C. officinalis fue eficaz para el tratamiento de vaginosis bacteriana en mujeres en edad

reproductiva, sin efectos secundarios (Pazhohideh et al., 2018)
2.7.7 Toxicologia

Los estudios de toxicidad aguda en ratas y ratones indican que el extracto no es téxico.
Las pruebas en animales mostraron como minimo una irritacion minima de la piel, y nin-
guna sensibilizacién o fototoxicidad. Se observé irritacion ocular minima con una formu-
lacion y ninguna irritacion con otras. Seis saponinas aisladas de flores de C. officinalis
no fueron mutagénicas en una prueba de Ames (ensayo de mutagenicidad con la bacte-

ria Salmonella typhimurim), y un té no fue genotdxico en Drosophila melanogaster. No
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se cuenta con datos de carcinogenicidad o toxicidad reproductiva y de desarrollo. Las
pruebas clinicas de formulaciones cosméticas que contienen el extracto provocaron poca
irritacién o sensibilizacion, aunque segun este estudio habria que realizar mas ensayos
(Autores no listados, 2001).

En general, la caléndula es segura, aunque conlleva un pequefio riesgo de inducir der-
matitis de contacto, a diferencia de otros polifenoles topicos (Calapai et al., 2014). Las
concentraciones convencionales de formulaciones topica, incluyendo el extracto de flor
gue varia desde concentraciones de 0.0001 % a 0.8 % y aceite de flores desde concen-
traciones de 0. 02 % a 0.1 %, son seguras.

Por otra parte Re et al., (2009) demostraron mediante analisis toxicolégicos que un ex-
tracto alcohol/agua con dosis de hasta 500 mg kg dia* no producian cambios significa-
tivos en la masa corporal en ratas; ademas, establecieron una dosis de seguridad de 300

mg para una persona de 60 kg.

. ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DEL AE DE CALENDULA SOBRE E. coli

3. 1. INTRODUCCION

Escherichia coli es parte de la flora normal en el intestino en humanos y animales. Sin
embargo, también es la causa mas frecuente de infecciones urinarias, infecciones en el
torrente sanguineo en todas las edades, meningitis en recién nacidos y uno de los prin-
cipales agentes de infecciones transmitidas por alimentos en todo el mundo, provocando
aproximadamente 280 millones de casos de diarrea y 400,000 muertes anualmente en

el mundo, la mayoria de ellas en nifios pequefios (Steffen et al., 2015).

Aunado a lo anterior, la resistencia a los antimicrobianos de esta bacteria se ha detectado
en todas partes del mundo y es uno de los mayores desafios para la salud publica, por
lo que este trabajo presenta una alternativa a este problema con el uso de plantas aro-

maticas, especificamente el efecto antibacterial del aceite esencial de caléndula

3.2. MATERIALES Y METODOS
Todas las fases de experimentacion se llevaron a cabo en el Colegio de Postgraduados,

Campus Montecillo. Esta ubicado en: Carretera México-Texcoco Km. 36.5, Montecillo,
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Texcoco 56230, Estado de México a 2250 m de altitud entre las coordenadas N
19°28’4.26” y W 98°53’42.18”. El clima es templado con lluvias en verano, temperatura
media anual de 15.9°C y una precipitacion media anual de 710.3 mm.

3.2.1 Produccion de inflorescencias

Identificacién taxonémica

Se colectaron semillas y plantas de los jardines del Colegio de Postgraduados (CP) Cam-
pus Montecillo, Las plantas fueron identificadas en el herbario del posgrado de Botanica
del CP.

Propagacion

La produccion de caléndula consistio en sembrar semillas en bolsas negras de polietileno
de 5 cm de didmetro en un sustrato: turba: agrolita: suelo (2:2:1 v/v). Asi mismo se tras-
plantaron plantulas con 10 cm de altura para acelerar el proceso de produccion. Esta

actividad se realiz6 en el mes de febrero de 2017 con condiciones de 20 a 30° C.
Trasplante

Después de 120 dias de la propagacion (tamafio de 10 a 15 cm), se trasplantaron al
campo experimental Montecillo lote 8b en una superficie de 200 m2. La distancia entre
surcos fue de 70 cm y entre plantas 30 cm para obtener una densidad aproximada de
420 plantas. Este disefio topoldgico se recomienda para lugares de produccion bajo tem-
poral y a una hilera. Se aplicé Fusilade ® (Fluazifop) un herbicida sistémico post-emer-
gente para el control de gramineas a una dosis de 1 L ha.

Labores culturales en campo

Los cuidados mas frecuentes fueron el riego, la eliminacién de malezas y el control de

plagas y enfermedades.

Durante su desarrollo en campo al cultivo se le aplico riego por gravedad una vez por
semana. Los deshierbes dependieron de la aparicién de malezas, por lo menos cada tres
semanas se llevaron a cabo dada la incidencia de éstas: Lengua de vaca (Rumex sp.),

coquillos (Cyperaceae), diversos tipos de gramineas, quelites (Amaranthus sp.), son
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ejemplos de las malezas que se presentaron. Durante el periodo de floracién se realiza-

ron aporques para disminuir la compactacion del suelo y facilitar su aireacion.

Con respecto a la fertilizacion, se usé 10 kg de fertilizante mineral a base de fosfato
diamoénico DAP (18-46-00), tres veces en el ciclo de produccion.

Las plagas encontradas fueron principalmente pulgones (Myzys sp.), minadores de la
hoja (Liromiza sp.) y larvas de lepidopteros. Se presentd, principalmente, en la etapa

previa a la floracion y se controlaron sus poblaciones con una aplicacion de cipermetrina
a dosis de 0.5 L/ha. Figura 4.

Figura 4. Labores culturales del cultivo de caléndula. a) en época de lluvias las malezas compiten
demasiado con el cultivo, b) se realizaron deshierbes manual y quimico, y c) fue necesaria la aplicacién
de un insecticida.

Cosecha

La cosecha de capitulos florales se hizo cuando la inflorescencia estuvo en floracion
plena en verano de 2017. Figura 5. a). El corte se hace en el pedunculo (de 0.5 cm), en
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forma manual y escalonada, es decir, a medida que las flores abren por completo. Se

obtuvieron ocho cortes.

Secado de capitulos florales

Los capitulos cosechados fueron secados por 7 dias a la sombra a temperatura ambiente
(18° C) como se observa en la Figura 5. b). Posteriormente pesados en una balanza

analitica.

o 2
S
o7
o T

Figura 5. Cosecha y secado de capitulos florales de caléndula, a) cosecha manual en las prime-
ras horas del dia, b) secado de inflorescencias.

3.2.2 Obtencioén del aceite esencial
Método de arrastre de vapor

El material vegetal para extraccion de AE consistié de capitulos florales secos de calén-

dula cosechados de julio a noviembre de 2017.

El material se colocé en un destilador para arrastre de vapor de AE con capacidad de 30
L, y se destilé durante 2 h.

Una vez transcurrido este tiempo, se recupero la emulsiéon de agua con aceite y éste se
extrajo con 50 mL de cloruro de metileno (CH2Cl2) por tres veces, también se le agrego

27



sulfato de sodio anhidro (NazS0O4) con el objetivo de retirar el agua que pudo haber que-
dado en la muestra. Posteriormente se concentré en un rotavapor Bichi B-480® con
vacio y bafio Maria a 20 °C hasta evaporar la mayor cantidad de disolvente (cloruro de
metileno) posible. El aceite que qued6 depositado en el matraz se transfirié a un vial de

1.5 mL con ayuda de una pipeta Pasteur y se guardo a 4° C.
Calculo de rendimiento

El rendimiento de aceite se calculé multiplicando el peso del aceite libre de solvente por
100 y dividiéndolo entre el peso del material vegetal seco inicial. Se hicieron cuatro re-
peticiones para este método.

3.2.3 Cromatografia
Cromatografia en capa fina

En la cromatografia en capa fina, se usaron disolventes grado analitico y placas de silica
gel (ALUGRAM® Xtra SIL G/UV), 0.20 mm de espesor, de 5 X5 cm. Con ayuda de una
microjeringa se aplicaron 20 L de la muestra de aceite esencial. La placa se colocé en
una cadmara con un eluyente compuesto de tolueno-acetato de etilo (93:7 v/v); cuando el
sistema se saturo la placa se coloco en la campana de extraccion para que se evaporara

el disolvente.

Cuando la placa se sec6, se observo a luz ultravioleta para marcar los compuestos pre-
sentes en el AE. Posteriormente la placa fue asperjada con un revelador de vainillina-
acido sulftrico y se calent6é durante 5 minutos a 100°C en una estufa marca LC-Oven
LAB-LINE.

Para obtener el valor del Rf (Relacion de frentes), el cual una relaciéon de distancias, y se
expresa como el cociente entre la distancia recorrida por la sustancia y la distancia reco-

rrida por el disolvente hasta el frente

Se calcul6 con la siguiente formula:

Distancia recorrida por el compuesto

Distancia recorrida por el eluyente
La distancia recorrida por el compuesto se midié desde el centro de la mancha.
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Andlisis del aceite esencial por cromatografia de gas

La composicion quimica del aceite esencial de caléndula se obtuvo al correr las muestras
en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la Industria de la Facultad de
Quimica — UNAM, en un Cromatografo de Gases-Espectrometro de Masas marca GC-
MS (por sus siglas en inglés) LECO, modelo Pegasus 4D, con analizador Tiempo de
Vuelo. El sistema GC-MS us6 una columna HP-5MS (DB5) / 10m x 0.18mm x 0.18 mm
de grosor de fase estacionaria, Helio, Praxair, grado 5.0 (Ultra Alta Pureza) como gas

acarreador, a un flujo de 1 mL min2,

3.2.4 Bioensayos

Cultivo de la cepa E coli

Se utilizé la cepa de Escherichia coli EHEC (enterohemorragica) donada por el Instituto
de Ciencias Bésicas e Ingenieria de la Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo.
Esta cepa presenta multiresistencia a los antibioticos: amoxicilina / &cido clavulanico,
colistina, eritromicina, gentamicina y neomicina (Gomez-Aldapa et al., 2016)

La bateria se activé y cultivd en una placa Petri con medio de cultivo sélido eosina azul
de metileno agar (EMB) (BD®), medio para el aislamiento y la diferenciacion de bacilos

Gram negativos entéricos (Enterobacteriaceae y diversos otros bacilos Gram negativos).

Se sembr6 haciendo estrias con una asa impregnada de la cepa E. coli y se colocé en
una incubadora BD 53 L - Binder a 36°C durante 24 h.
Trascurrido ese tiempo, se colecto todo el crecimiento bacteriano en un tubo Falcon® de

50 mL con agua destilada y estéril, se colocé a refrigeracion 4° C para su uso posterior.
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Figura 6. Apariencia del cultivo de E. coli en medio de cultivo Eosin Metilen Blue (EMB).

Actividad antibacterial del AE

La actividad antibacteriana del AE de caléndula frente a E. coli se evalu6 mediante el
protocolo de prueba de susceptibilidad a la difusion del disco Kirby-Bauer. Se prepard
medio de cultivo EMB, se esterilizo y se vacio en cajas Petri de 5 cm de diametro. Deri-
vado de la cuenta en placa por diluciones seriadas se preparé el indculo bacteriano es-
tandarizado en 1x108 células mL* de cada bacteria, en la cual las colonias individuales
no fueron evidentes a través de la placa, por lo que el inéculo no fue demasiado. De este
in6culo se vertieron 100 yL en cada caja Petri y con una varilla de vidrio tipo Drigalski,
esterilizada a la llama, se estrié en un patrén radial.

El AE de cada tratamiento se diluy6 con cloruro de metileno a diferentes concentraciones:
10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y AE puro. Después se colocd
un disco de papel filtro Whatman® N°1 esterilizado de 5 mm de diametro en el centro de
las cajas Petri, previamente saturado con 10 uL de la concentracidén correspondiente de
AE. Cada disco se presion6 hacia el medio de cultivo para garantizar el contacto com-
pleto con la superficie del agar para no producir halos de zonas irregulares. Se tuvieron
13 tratamientos del aceite esencial se evaluaron concentraciones de 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, testigo con agua destilada, testigo positivo

con amikacina y testigo con solvente cloruro de metileno.
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Las cajas se incubaron a 37 °C por 24 h en incubadora BD 53 L — Binder. Se colocaron

de tal manera que la tapa quedara hacia abajo para evitar que gotas de agua condensada

puedan caer sobre los microorganismos y dispersaran su crecimiento.

Figura 7. Bioensayo. a) Sembrado y estriado, b) colocacién de papel filtro Whatman® impregnado con un
tratamiento.

Cuenta en placa diluciones seriadas

Con el proposito de saber el contenido de microorganismos viables inoculados en cada
caja Petri se procedié con la técnica de cuenta en placa diluciones seriadas, la cual se
basa en contar las unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en un gramo o
mililitro de muestra.

El procedimiento consistié en hacer diluciones de una muestra. En este caso se tomaron
100 pL de la solucion de bacterias de los tubos Falcon® mencionados anteriormente, se
colocé en un tubo Eppendorf® con un mL de agua destilada y estéril. Se agité con un
vortex, enseguida se tomé 100 pL de esta solucion y se procedio de la misma manera 9
veces para tener diluciones 10 hasta 10®. Una vez teniendo las diferentes diluciones
se procedié a sembrar las alicuotas en medio EMB, con cuatro repeticiones. Se incuba-
ron las cajas de Petri a 35° C durante 24 h. Pasado el tiempo se evalud la cantidad de
microorganismos creciendo en los medios de cultivo, se calcul6 el promedio y la concen-

tracion de las UFC.
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Concentracion minima Inhibitoria (CMI)

Se realizé por medio de la técnica de dilucion en agar. La CMI es la concentracion minima
de un farmaco que extermina al 99.9 % del in6culo. El método se basoé en la preparacion
de una serie de cajas Petri con medio de cultivo EMB, a los cuales se le agrego6 el AE
de caléndula en distintas concentraciones. Luego se inocularon cada una de los placas
con una suspension estandarizada de 10® UFC de E. coli. Las pruebas se examinan
después de incubar a 35 £ 2° C por 24 horas bajo condiciones aerdbicas y se determiné
la concentracion inhibitoria minima (CIM) del AE frente al E. coli.

El valor de CIM utilizados para indicar que se trata de una cepa sensible es <4 (ug/mL),

intermedio de 8 a 16 ug/mL y de 232 ug/mL para cepas resistentes.

Debe tenerse en cuenta que a pesar de realizar las pruebas de dilucion bajo condiciones
cuidadosamente controladas, no siempre se obtienen los mismos resultados. General-
mente, la reproducibilidad de esta prueba es de +/- 1 dilucién. Para evitar gran variabili-
dad en los resultados, se debe estandarizar y controlar cuidadosamente la prueba de
dilucién

Control positivo sulfato de amikacina

El sulfato de amikacina (equivalente a 500 mg de amikacina) fue obtenido de Laborato-
rios Pisa, S.A. de C.V. lote B17D560. Pertenece al grupo de los aminoglucésidos, bacte-
ricidas que detienen el crecimiento bacteriano actuando sobre sus ribosomas y provo-
cando la produccién de proteinas andmalas. Su modo de accién es a nivel de ribosomas
en la subunidad 30S bacteriana, y por ende, a nivel de sintesis de proteinas. Tienen
actividad especialmente en contra de bacterias Gram negativas y aerdbicas. La amika-
cina tiende a ser especialmente efectiva en contra de organismos resistentes. Aun asi
los mecanismos de resistencia estan dados por la produccién de enzimas inactivantes
en plasmidos, por la disminuciéon de la entrada del antibi6tico y por la alteracion de las

proteinas ribosdmicas diana.
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3.2.5 Variables evaluadas
Diametro de inhibicion
Las repeticiones de los tratamientos y las multiples mediciones eliminan el error por zo-

nas irregulares debido al contacto incompleto del papel filtro.

Luego de la incubacion, todas las cajas Petri fueron fotografiadas y escaneadas con una
multifuncional HP Deskjet con la finalidad de medir digitalmente los halos de inhibicion
gue rodea al disco, usando el software libre GIMP (GNU Image Manipulation Program)
se edit6 el umbral de las imagenes con el fin de transformarlas en imagen blanco y negro,
donde los pixeles blancos representan los pixeles de la imagen cuyo valor esta en el
intervalo del umbral, y los negros el valor que esta fuera de éste. Lo anterior para tener
una medicion cémoda y confiable. Se midieron los tamafios de la zona al milimetro mas
cercano usando el programa de procesamiento de imagen digital IMAGEJ. Se incluyé el
diametro del disco en la medicion. Al medir los diametros de zona, se redondeo siempre

al siguiente milimetro.
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mage Processing & Anaysia in Java

Figura 8. Programas de procesamiento y analisis de imagenes con los que se midieron
las zonas oscuras gue representan los halos de inhibicion

Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar (DECA) con el modelo lineal general. La uni-
dad experimental fue una caja Petri con la cepa bacteriana. Se tuvieron 18 tratamientos
con 4 repeticiones, sumando 72 unidades experimentales. Se realizé analisis de va-
rianza, y comparacion de medias con Tukey (a, 0.05). Se utilizé el paquete estadistico
SAS® version 9.0.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Aceite esencial

Rendimiento

El rendimiento fue de 0.122 mg de AE g de materia seca, es decir 122 mg kg* de
capitulos florales secos de caléndula. El porcentaje es de 0.012 %. El rendimiento en-
contrado en la literatura es variable y va desde 0,02 % (lordanov, 1976) 0.2 % (PDR,
2000) y 0.3 % en el experimento por Chalchat et al., 1991, cultivadas en la region del

macizo central francés, donde esta planta es nativa y crece a bajas temperaturas.

Los valores de rendimiento son variables toda vez que éstos dependen del material
fresco o seco (Okoh et al., 2008) debido a que los componentes que se pierden en las
partes secas, son aquellos almacenados en o cerca de las superficies de las flores. El
secado de la planta tiene gran importancia para la preservacion de los principios activos.
Desde 1984, Omelchuk planted la necesidad de secar las flores inmediatamente después
de su colecta ya que su almacenamiento por 3.5 h en sacos de polietileno conllevan una
pérdida del 28-30 % de los carotenoides y del 24-26 % de los flavonoides; se recomienda
la temperatura de 80 °C para secar el material vegetal porque se obtienen los mayores

rendimientos de carotenoides y flavonoides.
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Andlisis del aceite esencial por cromatografia de capa fina

| Rf

0.38

Figura 9. Cromatoplaca de silice con el aceite esencial revelado en donde se observan los diferentes Rf
de sus componentes.

Los resultados en las placas de silica gel con la aplicacion de revelador de Vainillina-
Acido Sulfarico se muestran en la Figura 9.

En el Cuadro 2 se describen los Rf para cada compuesto observado. Los Rf obtenidos
coinciden con los que han sido reportados en la literatura, tomando en cuenta que un
mismo compuesto eluye igual en cromatogramas realizados en las mismas condiciones
(mismo soporte y mismo eluyente).

La observacion semicuantitativa de las manchas mas grandes corresponde a los com-
puestos mas abundantes, es decir; el germacreno y el cadineno tienen mas concentra-

cion en el aceite de caléndula.
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Cuadro 2. Rf de compuestos identificados por CCF.

Color (revelado con

Mancha Vainillina - Acido Rf Compuesto Referencia
Sulfarico)
1 Amarillo 0.10 Cubebeno Rasgado et al., 2016
2 Verde 0.22 Cariofileno Wagner y Bladt, 2001
3 Morado fuerte 0.38 Germacreno Cunico et al., 2007
4 Amarillo 0.56 No identificado
5 Lila 0.61 No identificado
6 Morado 0.9 Cadineno Wagner y Bladt, 2001

En el trabajo de Cunico et al., 2007 encontraron actividad antimicrobiana en compuestos
de caléndula con Rf 0.3 que posteriormente se identificaron como: a-copaeno (Rf 0.35)
y B-cariofileno (Rf 0.30). EI compuesto con Rf 0.3 también contenia cantidades mas pe-

guefias de a-cubebeno, y germacreno.

Andlisis de los compuestos quimicos del AE por CG/EM

El aceite esencial se clasifica como sesquiterpenoide debido a que esta compuesto por
95.85 % de sesquiterpenos y un 4.15 % de hidrocarburos encontrados en ceras. La com-
posicién quimica del aceite de los capitulos de C. officinalis se resume en el Cuadro 3.
Los dos componentes mas abundantes encontrados (germacreno y cadineno) son ses-
quiterpenos no oxigenados que representan el 76.4 % de la totalidad del aceite. Esto
concuerda con Salome, 2015 que encontré al cadineno como el compuesto mas abun-

dante en todos los morfotipos florales de caléndula que estudié.

Como se observa en la Figura 10. La forma bien definida de los picos muestra la mejor

eficiencia de separacion de un isémero del germacreno.
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Figura 10. Cromatograma obtenido por CG del AE de C. officinalis

Cuadro 3. Principales compuestos identificados por CG/EM del aceite esencial de las florales

frescas de caléndula.

N° Nombre quimico Nombre comdn Avrea (%) TR (s)
1 (-)- a-cubebeno Cubebeno 2.29 549.8
2 (-) - a-copaeno Copaeno 1.00 555
3 (%) - a- humuleno Alfa cariofileno 231 581.6
4 Isoledeno Isoledeno 1.60 584.9
5 Naftalen, 1,2,4a,5,6,8a- hexahidro-4,7- dimetil-1-  Alfa amorfeno 12.37 597.9
(1- metiletil)- (1S-cis)-
8 1,6-Ciclodecadieno, 1-metil-5-metileno-8-(1-me-  Germacreno D 22.58 604

tiletil)-, [s-(E,E)]-
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9 Naftalen, 1,2,3,5,6,8a- hexahidro-4,7- dimetil-1- Cadineno 4151 606.9
(1- methylethyl)-, (1S-cis)-

11 Seychellene Seycheleno 4.64 612.1
12 a-Muurolene Muuroleno 7.57 649.5
13 Eicosane Icosano 2.64 727.7
14 Heptadecano, 2,6,10,15- tetrametil- Heptadecano 1.50 785.7

Los germacrenos se producen tipicamente en especies de plantas con propiedades an-
timicrobianas e insecticidas y en este caso, en abundancia con cadineno, contrario a lo
gue menciona Setzer (2008), que sefiala que los aceites esenciales que contienen altas

concentraciones de germacreno tienen menores proporciones de cadineno.

Aunque el efecto antibacteriano de un aceite esencial depende de la mezcla de metabo-
litos, se puede atribuir su actividad a sus componentes mayoritarios, tal es asi que, cadi-
neno es antiinflamatorio, diurético y antiséptico (Kaufman et al., 1999), el germacreno
tiene efectos disuasorios contra herbivoros, actividad insecticida, repelente contra afidos
y garrapata, actividad antimicrobiana (De Lima et al., 2010), citotéxico (Palazzo et al.,
2009) y antibacterial contra Pseudomonas syringae. Sarac et al., 2014 observaron en
estudios in silico el efecto inhibitorio del germacreno en la proteina del citoesqueleto FtsZ
(un homadlogo procariético de tubulina) inhibiendo la divisién celular de las bacterias. El
cariofileno ha demostrado ser activo contra S. aureus (De Lima et al., 2010), el cubebeno
inhibe el crecimiento de S. aureus, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomo-
nas aeruginosa (Sharifi-Rad, 2014) finalmente, el copaeno tiene propiedades antimicro-

bianas.

En el caso de los AE, la calidad se determina por su composicion quimica, ya que de ella
dependen las propiedades que se atribuyen a estas sustancias. La mayor cantidad rela-
tiva del cadineno es la caracteristica que mas se valora, aunque dado el efecto sinérgico
gue existen entre constituyentes, una cantidad excesivamente alta de un Unico compo-

nente tampoco es deseable.

Es importante mencionar que su composicién quimica, como toda planta medicinal, varia

de acuerdo con la forma, tiempo de colecta, secado, a las condiciones climéaticas, al suelo
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y a las distintas técnicas de cultivo, por lo que no es raro encontrar en la literatura dife-

rentes compuestos y sus concentraciones.

El factor edafico también es importante, ya que el suelo donde se cultivaron las plantas
es salino, lo que se correlaciona con Khalid y Teixeira, 2012 que encontraron que la
irrigacion con agua salina aumento el contenido de cadinol y cadineno, como una res-

puesta al estrés.

3.3.2 Actividad antibacteriana sobre E. coli

Diametro de inhibicion

El AE mostré tener un gran potencial de la actividad antibacteriana contra E. coli, esto de
acuerdo a la interpretacion de las zonas de inhibicién (en mm) para la prueba de suscep-

tibilidad a antibidticos Kirby-Bauer y a las diferencias significativas en las diferentes con-

centraciones del aceite.

Con el analisis estadistico se encontraron grupos de susceptibilidad que se muestran en
la figura 11. Esta bacteria resulté ser susceptible a los tratamientos de 100 a 70 % de
dilucion del AE, con didmetros promedios de 30, 28, 27 y 26 mm respectivamente, mien-
tras que las concentraciones de 60-40 % tuvieron un efecto intermedio (23, 20, 16 mm),
por su parte los niveles de 30-10 % permitieron a la bacteria crecer relativamente sin
problemas. Todos los niveles de dilucion mostraron un efecto visible y tuvieron un brillo
verde metélico debido a la rapida fermentacién de la lactosa y produccion de acidos fuer-

tes, como se muestra en la Figura 12.
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Figura 11. Actividad bactericida del AE de C. oficcinalis sobre el crecimiento de E. coli. Trata-
mientos expresados en porcentaje de AE (100-10 %), testigo positivo: amikacina (ami), testigos
negativos: agua destilada (test) y CH2Cl2 (Clo). Cada punto es el promedio de 4 repeticiones +
Es. Letras diferentes corresponden a tratamientos estadisticamente distintos (p>0.0001, a=0.05,

Tukey).
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amikacina

testigo DCM

Figura 11. Halos de inhibicion de los diferentes porcentajes de AE. Los niveles van de 100% hasta 10% y se comparan con un anti-
biético comercial (amikacina), el testigo (agua destilada) y el testigo DCM (cloruro de metileno). Estos resultados son similares a lo re-
portado por Radioza et al., 2007 que encontré que el AE de caléndula inhibié el crecimiento in vitro de B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa y C.
albicans, esto se debe a que su AE es rico en sesquiterpenos los cuales actian como fitoalexinas, compuestos antibiéticos que son capaces de

intercalarse en los lipidos de la membrana celular bacteriana, distorsionando su estructura y haciéndola méas permeable (Devi et al., 2010).
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Aunque el efecto antibacteriano de un AE depende de la mezcla de metabolitos, se pue-
den atribuir su actividad a sus componentes mayoritarios, este AE es rico en compuestos
como cadineno (Salome-Abarca et al., 2015) el cual es antiinflamatorio y antiséptico
(Kaufman et al., 1999); germacreno que tiene actividad insecticida contra mosquitos,
ademas de su conocida actividad antimicrobiana (De Lima et al., 2010), citotdxico (Pa-
lazzo et al., 2009) y antibacterial contra P. syringae; el cariofileno ha demostrado ser
activo contra S. aureus (De Lima et al., 2010), el cubebeno inhibe el crecimiento de S.

aureus, B. subtilis, Klebsiella pneumoniae y P. aeruginosa (Sharifi-Rad, 2014).

A partir de las evidencias encontradas en la literatura cientifica y los resultados en este
trabajo, se considera que los sesquiterpenos podrian ser el principio activo mas impor-
tante en la accion antibacterial de esta planta debido tanto a sus acciones farmacologicas
como a su abundancia en la planta, aunque no se descarta la accion de otros principios
activos como flavonoides a los que se les atribuye acciones antibacterianas y antialérgi-
cas, ademas se correlaciona con la fecha de siembra, en la que los mayores contenidos

de flavonoides se registran en siembras del mes de junio (Russo et al., 2015).
Concentracion minima inhibitoria

Las pruebas realizadas demostraron que la CMI del aceite esencial de C. officinalis con-
tra E. coli fue de 70 ug/mL por lo que se coloca en el limite entre susceptibilidad e inter-
medio. Para esta especie Shah y Williamson reportan CMI de 50 - 70 mg/ml para el
extracto metandlico en la misma bacteria, debido a la gran diferencia de compuestos que

presenta el aceite esencial respecto a cualquier extracto.

3.4. CONCLUSION
El aceite esencial de C.officinalis podria ser considerado como un posible candidato para
ser utilizado como un remedio de origen herbolario para tratar la infeccién causada por

E. coli.
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IV. ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DEL ACEITE DE CALENDULA SOBRE S. enterica

4. 1. INTRODUCCION

Las infecciones por Salmonella son otro importante problema de salud publica en todo el
mundo. La salmonela es un agente infeccioso causante de enfermedades, que se trans-
mite por los alimentos en los seres humanos a nivel mundial. Con aproximadamente
1,700 millones de casos de enfermedades diarreicas cada afio (WHO, 2017). La diarrea
es una de las principales causas de malnutricion y la segunda causa de muerte en nifios
menores de 5 afios, y mata a 760,000 nifios menores de cinco afios cada afio. En nuestro
pais no existen datos epidemioldgicos y los costos que genera, pero en los Estados Uni-
dos de América en 2011, el costo para los pacientes hospitalizados que padecen infec-
ciones gastrointestinales fue de mas de $ 6,7 mil millones de ddlares (USDHHS, 2011).
Por ello, las gastroenteritis por Salmonella spp. es una carga considerable tanto en los
paises desarrollados como en los paises en desarrollo, siendo la principal causa de hos-

pitalizacion (35 %) y muerte (28 %) por enfermedad diarreica.

Por si fuera poco, esta bacteria ha creado multirresistencia debido al uso indiscriminado
de antibidticos comerciales. Esta situacion, asi como la aparicion de efectos secundarios
de ciertos antibi6ticos, requiere buscar nuevas alternativas antimicrobianas en las plan-
tas. Evaluar el efecto de plantas tradicionalmente usadas como antimicrobianos da cer-
tidumbre cientifica a su uso, en este caso, se medio el efecto del aceite esencial de ca-

[éndula sobre esta enterobacteria.

4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1 Bioensayo

Cultivo de la cepa Salmonella enterica

Se utilizé la cepa de S. enterica serotipo Typhi, donada por el Instituto de Ciencias Basi-

cas e Ingenieria de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

Para activar la cepa bacteriana se cultivd en una placa Petri con medio de cultivo sélido
Luria Bertani (LB) (10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCly 1 L de
agua destilada). Utilizando una asa bacteriolégica se hicieron estrias en el medio, poste-

riormente se colocé en una incubadora BD 53 L - Binder a 36°C durante 24 h.
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Trascurrido ese tiempo, se colectaron todas las bacterias en un tubo Falcon® de 50 mL

con agua destilada y estéril, se colocé a refrigeracion 4° C para su uso posterior.

El medio de cultivo utilizado para S. enterica no fue EMB como en el caso de E. coli
debido a que los miembros del genero Salmonella sp. no poseen enzimas para fermentar
la lactosa y las colonias se observan incoloras o con tonalidad ambar, lo mismo que con

el medio LB.

Figura 123. Apariencia del cultivo de S. enterica en medio LB, después de 48 h de incubacion.

Actividad antibacteriana del AE

La actividad antibacteriana del AE de caléndula frente a S. enterica se evalué mediante
el protocolo de prueba de susceptibilidad a la difusién del disco Kirby-Bauer. Se prepar6
medio de cultivo LB, se esterilizé y se repartio en cajas Petri de 5 cm de diametro. Deri-
vado de la cuenta en placa por diluciones seriadas se preparé el in6culo bacteriano es-
tandarizado en 1x108 células mL* de cada bacteria, en la cual las colonias individuales
no fueron evidentes a través de la placa, por lo que in6culo no fue demasiado ligero y la
prueba es valida. De este indculo se vertieron 100 puL en cada caja Petri y con una varilla
de vidrio tipo Drigalski esterilizada a la llama se estrié en un patron radial.

El AE de cada tratamiento se diluyé con cloruro de metileno a diferentes concentraciones
de 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %. Después se colocod

un disco de papel de filtro Whatman® N°1 esterilizado de 5 mm de didmetro en el centro
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de las cajas Petri, previamente saturado con 10 pyL de la concentracion correspondiente
de AE. Cada disco se presioné hacia el medio de cultivo para garantizar el contacto com-
pleto con la superficie del agar para no producir formas de zonas irregulares. Se tuvieron
13 tratamientos del aceite esencial se evaluaron concentraciones de 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, testigo con agua destilada, testigo positivo
con amikacina y testigo con solvente cloruro de metileno.

Las cajas se incubaron a 37 °C por 24 h en incubadora BD 53 L — Binder. Se colocaron
de tal manera que la tapa quedara hacia abajo para evitar que gotas de agua condensada
pudieran caer sobre los microorganismos y dispersaran su crecimiento.

Concentracion minima Inhibitoria (CMI)

Se realiz6 por medio de la técnica de dilucion en agar. La CMI es la concentracion minima
de un farmaco que extermina al 99.9 % del inéculo. El método se basoé en la preparacion
de una serie de cajas Petri con medio de cultivo LB, a los cuales se le agrego el AE de
caléndula en distintas concentraciones. Luego se inocularon cada uno de las placas con
una suspension estandarizada de 10-8 UFC de S. enterica. Las pruebas se examinaron
después de incubar a 35 + 2° C por 24 horas bajo condiciones aerobicas y se determiné
la concentracion inhibitoria minima (CIM) del AE frente a la bacteria.

El valor de CIM utilizados para indicar que se trata de una cepa sensible es <4 (ug/mL),

intermedio de 8 a 16 ug mL* y de 232 pug/mL para cepas resistentes.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

La bacteria fue susceptible a los tratamientos del 100 al 60 % de dilucién del AE, con
didmetros promedios de 29, 28.5, 28, 27 y 26 mm respectivamente, mientras que las
concentraciones de 50 y 40 % tuvieron un efecto intermedio (15 mm), por su parte los

niveles de 30-10 % permitieron a la bacteria crecer relativamente sin problemas.
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Figura 134. Actividad bactericida del AE de C. oficcinalis sobre el crecimiento de S. enterica.
Tratamientos expresados en porcentaje de AE (100-10 %), testigo positivo: amikacina (ami), tes-
tigos negativos: agua destilada (test) y CH2Cl, (Clo). Cada punto es el promedio de 4 repeticiones
+ Es. Letras diferentes corresponden a tratamientos estadisticamente distintos (p>0.0001,
0a=0.05, Tukey).
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amikacina 100 % 90 % 80 % 70 % 60 %

50 % 40 % 30% 20% 10% testigo

Figura 145. Halos de inhibicion de los diferentes porcentajes de aceite esencial. Los niveles van de 100% hasta 10% y se comparan
con un antibidtico comercial (amikacina), el testigo (agua destilada) y el testigo DCM (cloruro de metileno).

Testigo DCM
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Se ha reportado que el AE de caléndula inhibi6 el crecimiento in vitro de Bacillus subti-
lis, Staphylococos aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans. (Radioza et
al., 2007), esto es de esperarse ya que su AE es rico en sesquiterpenos los cuales actian
como fitoalexinas, compuestos antibidticos producidos por las plantas que son capaces
de intercalarse en los lipidos de la membrana celular bacteriana, distorsionando su es-

tructura y haciéndola més permeable (Devi et al., 2010)
Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Las pruebas realizadas demostraron que la CMI del aceite esencial de C. officinalis con-
tra S. enterica fue de 6 pg/mL. Los efectos reportados pueden estar relacionados con la
presencia de germacreno en este aceites esenciales, que actian directamente sobre la
membrana bacteriana inhibiendo el crecimiento de microorganismos fungicos y bacteria-
nos (Cava et al., 2012). Por otro lado, Tong et al. (2005) encontraron que los aceites
esenciales pueden inhibir el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) del metabolismo de la
respiracion bacteriana, afectando el consumo de oxigeno de las bacterias, causando su

muerte.

4.4, CONCLUSION
El aceite esencial de C.officinalis podria ser considerado como un posible candidato para
ser utilizado como un remedio de origen herbolario para tratar la infeccién causada por

S. enterica

V. ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL DE EXTRACTOS DE CALENDULA SOBRE E. coli

Y S.enterica

5. 1. INTRODUCCION

La familia Enterobacteriaceae se encuentra ampliamente distribuida en el medio am-
biente y forman parte de la flora intestinal normal de los animales, sin embargo, pueden
llegar a actuar como patdégenos oportunistas y producir enfermedad convirtiéndose en
graves problemas publicos, aunado a lo anterior, su gran capacidad de adaptacion a
través de mecanismos de mutaciones y recombinaciones génicas, que les permiten ad-

quirir caracteristicas de resistencia a antibacterianos y otros factores de virulencia, hacen
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muy dificil su control. El uso de plantas aromaticas y medicinales es una alternativa de-
bido a la cantidad de metabolitos secundarios que dependen de las condiciones ambien-

tales.

Dentro de la gran diversidad de plantas usadas en México se encuentran los extractos
de C. officinalis y en particular los de sus flores que muestran un amplio espectro de
acciones farmacoldgicas, de ahi la gran importancia de estudiar su actividad bioldgica en
bacterias de importancia mundial como lo son E. coli y S. enterica

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Extraccién con solventes

Extraccion con solventes de diferente polaridad

Se probaron como disolventes de extraccion: hexano, cloruro de metileno, y metanol de
grado analitico (J.T. Baker®). Se pesaron 20 g de material vegetal seco y se les agrega-
ron 500 mL del disolvente de poca polaridad (hexano), se macerdé por dos dias, después
el extracto se filtr6 y enseguida se le agrego el solvente cloruro de metileno, se procedio

de la misma manera para finalizar con el metanol

Cada extracto se concentré en un rotavapor Bichi B-480® con vacio a 30 °C, hasta
evaporar la mayor cantidad de disolvente posible. Los compuestos que quedaron depo-
sitado en el matraz se transfirieron a un vial de 1.5 mL con una pipeta Pasteur y se dejo

evaporar el resto del solvente al ambiente en una campana de extraccion.
Actividad antibacterial de los extractos de caléndula

La actividad antibacteriana de los extractos de caléndula frente a S. enterica y E. coli se
evaluaron mediante el protocolo de prueba de susceptibilidad a la difusién del disco
Kirby-Bauer. Se preparé medio de cultivo LB y EMB, se esterilizo y se repartio en cajas
Petri de 5 cm de diametro. Derivado de la cuenta en placa por diluciones seriadas se
prepar6 el indculo bacteriano estandarizado en 1x108 células mL* de medio de cultivo,

cada bacteria; en el cual las colonias individuales no fueron evidentes a través de la
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placa. De este inOculo se vertieron 100 pL en cada caja Petri y con una varilla de vidrio
tipo Drigalski esterilizada a la llama se estrié en un patron radial.

Cada tipo de solvente se prob6 con diferentes concentraciones, 10, 25, 50 y 75 mg de
extracto diluido en 100 pL de su respectivo solvente, de tal modo que se tuvieron 17
tratamientos para cada cepa bacteriana, incluyendo los testigo con solvente metanol,
testigo con solvente cloruro de metileno, testigo con solvente hexano, testigo positivo con
amikacina y testigo negativo.

Se colocé un disco de papel de filtro Whatman® N°1 esterilizado de 5 mm de diametro
en el centro de las cajas Petri, previamente saturado con 10 yL de cada tratamiento.
Cada disco se presioné sobre el medio de cultivo para garantizar el contacto completo
con la superficie del agar para no producir formas de zonas irregulares. Las cajas se
incubaron a 37 °C por 24 h en incubadora BD 53 L — Binder. Se colocaron de tal manera
gue la tapa quedara hacia abajo para evitar que gotas de agua condensada puedan caer

sobre los microorganismos y dispersaran su crecimiento.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1 Actividad antibacterial de los extractos de caléndula en E. coli

Extracto hexanico

) 10 mg 25mg 50 mg 75 mg
Testigo

Extracto diclorometano

10 mg 25mg 50 mg

Testigo

Figura 156. Efecto de los diferentes extractos de caléndula sobre E. coli. Las concentraciones de los dife-
rentes extractos van de 10 a 75 mg, no se observan halos de inhibicion definidos pero si una clara diferen-
cia de color por la inhibicion de la fermentacion de la lactosa

El medio de cultivo EMB, con sustratos cromogénicos enzimaticos, estad basado en la
deteccién de actividad enzimética especifica. En el ensayo con extractos de cloruro de
metileno y metanol no se observé la fermentacion de la lactosa, mientras que el extracto

hexénico dejo fermentar a la bacteria.

Lo anterior es relevante porque la via para la utilizacién de la lactosa en E. coli no sélo
se debe al operodn lac (Los genes en el operdn codifican las proteinas que permiten que
las bacterias utilicen la lactosa como fuente de energia) descubierto por Jacob y Monod
a fines de la década de 1950, si no que Kaznadzey et al., 2018 demostraron que los

genes yih de E. coli, previamente vinculado con la degradacion de la sulfoquinovosa
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(monosacarido), también estan involucrados en el catabolismo de la lactosa, lo que su-
giere que estos extractos inhiben estas dos vias metabdlicas, provocando problemas en

el desarrollo bacteriano como consecuencia de una mala nutricion.

Actividad antibacterial de los extractos de caléndula en S. enterica

Extracto hexanico

/

Tetgo 10 mg 25mg 50 mg
Extracto diclorometano

10 mg 25mg 50 mg 75 mg
Extracto metandlico

Testigo 10 mg

Figura 167. Efecto de los diferentes extractos sobre el crecimiento de S. enterica

Todos los extractos probados, generaron una zona de bajo crecimiento bacteriano, sin
formar halos concéntricos definidos. Esto se debe a que la extraccion con solventes es
muy importante para obtener extractos ricos en flavonoides que son excelentes antioxi-
dantes, precursores de vitaminas, atraen polinizadores, sirven de defensa contra el her-

bivorismo, pero no son estrictamente bactericidas.

Por su parte Roopashree et al., 2008 revelaron que en el extracto metandlico no existen

grasas, aceites y terpenos que actuen como fitoalexinas con efecto antimicrobiano.

Aun asi el metanol es usualmente considerado como el mejor solvente para extraer po-
lifenoles, en el estudio de Pazhohideh et al., 2018 utilizaron un extracto metandlico de
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caléndula para eliminar la vaginosis bacteriana, y otros estudios han demostrado que

este extracto tiene mejor actividad antimicrobiana que el del etanol.

La humedad de la materia prima también es relevante, como lo reportado por Bissa y
Bohra, 2011 que encontraron que los extractos acuoso, alcohdlico, de cloroformo y éter
de partes frescas tuvieron menor efecto bactericida que los extractos con partes secas
de la planta, en ese sentido, nosotros encontramos que es muy dificil extraer el agua de

los solventes mas polares.

Segun Roopashree et al., 2008 el extracto hexanico presenta triterpenos, grasas y aceite,
esto es indicio para explicar la fermentacion de la lactosa; sin embargo, no inhibi6 el
crecimiento de E. coli, lo mismo ha sido reportado para el extracto de éter de petrdleo en
concentraciones de 300 a 500 mg mLt. Ambos solventes tienen polaridad semejante.

Muley, 2009 encontrd que los extractos de éter de petréleo, metandlicos y etandlicos no
mostraron ninguna inhibicién en, S. aureus, B. subtilis, E. coli y P. aeruginosa otra bac-
teria Gram negativa como Salmonella sp. y Castillo- Archila et al., 2016 encontraron halos
de inhibicion para E. colide 0.5+ 0.1, 0.5+ 0.1y 0.9 £ 0.1 de los extractos acetdnicos

de Peumus boldus, Plantago major y Cucurbita pepo.

Por su parte el extracto de cloruro de metileno de los capitulos de la planta presenta
ésteres del acido faradiol-miristico, el &cido faradiol-palmitico y el alpha-taraxasterol (Mu-
ley, 2009) los cuales poseen actividad antiedematosa, pero no se mencionan las propie-

dades antibacteriales

5.4. CONCLUSION
Los extractos de C. officinalis no tuvieron un efecto antibacteriano evidente, por lo que

no son candidatos a ser utilizados para el control de enfermedades por enterobacterias.

VI. BOTANICA ECONOMICA

Esta parte esta orientada para pensar e investigar acerca del empleo de los recursos que
la planta de caléndula puede proporcionarnos, tales como ornato, medicinal, farmacol6-
gico, cosmetologia, etc. Sin embargo el conocimiento aun imperfecto por parte de la te-

rapéutica oficial impide un uso mas extendido de esta planta maravillosa.
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Para clasificar el uso de esta planta se tomaron 216 referencias bibliograficas, 54 % de
las cuales la colocan como planta de ornato en escuelas, parques, hospitales, areas re-
creativas, etc, 23 % para usos terapéuticos tales como: antiinflamatorias, antieméticas,
antisépticas, antiespasmadica, antibacteriana, fungicida, espermicida, cicatrizante, an-
tiulcerosa, astringente, afrodisiaca, calmante, antivenenosa, cardiotdnica, diaforetica, he-
mostatica, uterotonica, vasodilatadora, depurativa, emoliente, emenagoga, antiparasita-
ria, colérica y contiene flavonoides y antioxidantes, 8 % en cosmetologia, 5 % insumo
agricola como insecticida o fungicida, 5 % como excelente polinizadora, 5 % otros (fa-
bricacion de galletas, caramelos, colorante natural de la mantequilla 0 como sucedaneo

del azafran).

Derivado de la importancia econémica que representa esta planta Palma-Tenango et al.,
2007 realizaron un analisis de la produccién y comercializacion en el Municipio de Tex-
coco, Estado de México, concluyendo que: la produccion intensiva bajo invernadero es
rentable solo si se lleva hasta su industrializacion, el estudio de mercado sefialo la pre-
ferencia por consumir caléndula en sobres de té por la facilidad de su consumo a un
precio accesible, que existe en el mercado una gran cantidad de productos como aceites,
extractos, pomadas y suplementos, sin embargo, la crema corporal es la mas ofrecida al

consumidor final.

Asi mismo Palma-Tenango et al., 2007 midieron la rentabilidad de la produccion de la
planta. Considerando un rendimiento promedio de 8.5 kg de capitulos secos envasados
en frascos de 50 g cada uno a un precio de 35 pesos. Obtuvieron una relacion beneficio
costo de 2.8, la cual se obtuvo dividendo los ingresos totales entre el costo total de la

produccion, lo que demostré su rentabilidad.

La comercializacion de materias primas es sumamente importante, pero para beneficiar
mas a los productores se debe pensar en el valor agregado en la cadena de valor, que

puede darsele al producto mediante una presentacién o formulacion.

De acuerdo a nuestros resultados de rendimientos de aceite esencial y extractos de esta
planta se evalué la baja rentabilidad de realizar formulaciones con estos compuestos.

Por lo que de acuerdo a la encuentra realizada por Palma-Tenango et al., 2007 El té es
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un producto infaltable en la alacena de los hogares texcocanos, dado que el resultado

de las encuestas refleja que el 74 %, seguida de pomada y flores en maceta.

6.1 Posologia

Existe la creencia de que la fitoterapia es una maravillosa medicina natural sin riesgos ni
efectos secundarios. Sin embargo una de sus desventajas es que en muchas ocasiones
no estan bien definidas las dosis a las cuales deben emplearse los diferentes extractos
ylo partes de las plantas con actividad medicinal. Ademas los componentes quimicos
principales, estan en funcion de la genética de la planta y las condiciones ambientales.
Aunado a lo anterior las mezclas con otras sustancias, las malas practicas agronémicas

y de inocuidad dificultan la estandarizacion de los compuestos y sus beneficios.

Aln con lo anterior, Herndndez y Rodriguez, (2001) recomiendan la decoccion de 10 g
de hojas y flores en 1 litro de agua por 2 min. Mendoza et al., (2002) prescriben un coci-
miento de 8 g de planta en dos litros y medio de agua, dejando hervir por 5 min, colar y
beber cuatro vasos durante el dia. Pahlow (1985) recomienda verter un cuarto de litro de

agua hirviendo sobre uno o dos cucharaditas de la planta seca

La caléndula, en cualquiera de sus usos, esta contraindicada en paciente con hipersen-
sibilidad a las asteraceas. Debido a la falta de estudios no se recomienda en el embarazo

y periodo de lactancia.

VIlI. CONCLUSION GENERAL

Con base a los resultados presentados, se concluye que el AE de caléndula tiene un
gran potencial como compuestos antimicrobianos contra microorganismos y podrian ser
considerados como candidatos que se utilizarian para el el tratamiento de enfermedades

infecciosas causadas por microorganismos resistentes.

VIll. RECOMENDACIONES
Si el destino de la produccién de caléndula es medicinal, el manejo agronémico debe ser

organico o agroecoldgico para evitar contaminacion con productos plaguicidas.
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Realizar ensayos en superficies vivas de alimentos en una concentracién de 10° a 10'°
unidades formadoras de colonias debido a que esta es la dosis infecciosa de estas bac-
terias (Nataro y Kaper 1998); posteriormente llevar a cabo ensayos clinicos en modelos

animales.

Realizar estudios de factibilidad de la comercializacion como té u otras formulaciones.
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