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INTRODUCCION

El gGnero Salvia de la familia Labiatae (Lamiaceae) es uno
de los géneros mas abundantes y diversificados de esta familia,
comprende ca de 900 eapociee, distribuidas en zonas tropicales y
subtropicalaen. B&ntam,z dividié este género en cuatro subgéneros:
Salvia, Sclarva, Leonia y Calosphace. Las salvias europeas y asidticas
pertenecen principalmente a los subgéneros Salvia y Sclarea. EL
subgénero Leonia me encuentra representado por varlas especies de

Salvias de América del Norte; la mayor parte de las 500 especies de

Salvias de Méxlco, Centro ¥y Sud ica, per al g

Calosphaces. En México existen ca de 300 especies de Salvias que 8e

ran pr i an q de pinos, abetos y encinos,

por encima de lodg 1000 metros de altura.
Algunas especies del género Salvia se usan en el tratamiento
de diferentes enfermedades debido a sus propiedades bactericidas y
antl‘:umorales‘(n‘ubla 1), por lo cual ha despertado gran interés en el

estudic de sus metabolitos darios. Recien se realizé un

estudio fitoquimico de Salvia reptans Jacq en su parte aéreaf
reporténdose dos nuevoe diterpencs, unc con esqueleto de clerodano y
otro de s,abaeco~clerodano {fig. 1); ademis de ciertos productos
naturales conocidos, tales como: el /I-sitosterol, los &qidos ursélico

y oleanoico, asi como la flavona llamada diosmetina.



Tabla 1. Actividad bioldgica de algunos diterpenos abietéinicos de
tipo quinoidal.

Adlslado de Compuesto Actividad Biolégica |Ref.
Taxodium
distichum Taxodiona y Taxodona Efectos citotéxicos 4
Salvia
miltiorrhiza Furanaftoquinona Tratamiento de afec-

cicnes cardiacas, -
anormalidades hemdti

cas y hepatitis. 4
Salvia
balloteafora Conacytona lcetexona y
romulogarzona Problemas estomacales| 4
Lepechinia
bullata Horminona CitotSxica sobre cé--
lulas cancerfgenas, &
inhibidores del creci
miento de Trypanosoma
cruzi. &
Salvia Ferruginol, Pismiferal. [Diurético, antisépti-
microstegia co. 7

En el presente trabajo de tesis deseamos informar sobre el

aislamiento de Horminona®

{Fig. 2), una diterpenquinona con esqueleto
de abietano, la cual fus encontrada en el extracto n-hexénico de la
rafz de salvia reptans. Asimismo, 8Se menclonan algunos aspectos
relacionados al comportariento electroquimico de la molécula, y
finalmente se reportan los resultados del estudio microbiolégice del
metabolito antes menclonado mediante los cuales se mide su efecto

bactericida o© bacteriostitico sobre cepas de Escherichia coli ATCC,

Pseudomona aeruginosa ATCC y Staphylococcus aureus ATCC.



la.= 1=~o, 2ct~@pPOxXy—3, dec— 1b.- Salvireptanolido; un
dihydrolinearolactona 5,6=gecoclerodano

Pig. 1 Metabolitos ias reci alglados de la parte

aérea de S. rep:ans?

Fig. 2.~ Estructura quimica de la Horminona
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GENERALIDADES

Todas las plantas para llevar a cabo su- metabolismo,
necesitan de una serie de especies quimicas esenciales como loe
aminoScidos, &cidos grasom, ' azficares y biopolimeros (lipidos,
proteinas y Acidos nucleicos), los cuales son conocides como
metabolitos primarios.

Del mismo modo, estas plantas presentan metabolitos

8 ini
ductos naturales que son definidos como compuestos

darics o p

caracteristicos de una o varias especies relaclonadas. Estos suelen

obtenerse por diferentes vias metabdlicas que realiza la planta

( 1). Log tabolitos darios, en su mayoria , parecen no
tener un papel biolégico para la planta, ein embargo, algunos de
ellos presentan actividad hormonal, por ejemplo, el &cido .giberélico
(hormonas de crecimiento), otros proporcionan a la planta mecanismos :
de defensa contra el medio ambiente ({algunos secretan substancias
téxicas para ciertos insectos, animales y plancau)?

De acuerdo c¢on lo anteriormente expuesto, todaa las
moléculas gque pertenecen a los productos naturales pueden estar
clasificadas en alguno de los siguientes grupoa'z:

Grupo I Clasificacién en base a su estructura quimica
Grupo II Clasificaclén basada en su actividad fisiolégica
Grupo III Clasificaion basada en su taxonomia

Grupo IV Clasificacién basada en su biogénesis



Grupo I‘ Clasificacién en base a su estructura quimica
n.; cadéng abierta: Acidos grasos, azlcares y algunos aminoécidos.
B.- Homociclicoss eat’a:oldaa, alcaloidea.y terpenoldes.
C.- Arom&ticos : fenblicose, quinonas, etc..

D.~ Heterociclicos: alcaloldes, flavonoides y &cidos nuclefcos.

GRUPO II Clasificacidén en base a.Bsu actividad fisiolégica

A.- Hormonas
B.- Vitaminas
C.- ANTIBIOTICOS

D.~ MICOTOXINAS
GRUPO III Clasificacién basada en su taxonomia

Esta claalficaclbn esta basada en la comparacién de diversos
estudios morfolégicos de las plantas, es decir su taxonomia. Se sabe
que en animales y algunos microorganismos algunos metabolitoe finales
gon excretados, mientras que en las plantas son almacenados.

Algunos de estos, componentes como los alcaloides e
isoprenoides, han sido aislados de especies, géneros, tribus o
familias especificas de plantas. Al respecto de un mismo tipo de
especies, estas suelen contener numerosos constituyentes ligados

estructuralmente entre sl.



GRUFO IV Clasificacién basada ¢n su biogénesis. .

Los componentea de todas las’ plantas y animales - son
bilosintetizados por reacciones enzimdticas, siendo la glucosa la
principal fuente de carbono, la cual es fotosintetlizada an'plgntas -
verdea (organismos autéStrofos) o la obtienen del medio ambiente

{(organismos haterétrofos).

De acuerdo ccn lo anterlor, resulta que eolamente un
limitado grupo de compuestos tienen Importancia taxon6mica en las
diferentes familias, como a continuacién se menciona’:

~ TERPENOS

Alcaloldes

Flavonoides

QUINONAS

Poliacetilenos

Glucosinolatos

Compuentos cilanogénicos



ORIGEN DE LOS METABOLITOS SETUMDARION

(Kitross, yiseosa lvasa. fructess)

rotosiNTEsis

o
(Eritrose. gocens

rstiening, ac. a

(Ghctra, e, qutdmes,

l ) (Cartisons, satrens, Viioring B}
S Astibtices © miptiges, pratela
{Ponicitng, beritracins} i

Acidor mvcieicas
[N

Potfitings.
: L oo {Hema, clorafile)




ORIGEN DE LOS TERPENDS"

CchOCOOH
CH,Co-5CoR
Ciclo de Krebns Acidos grasos Acido f-hidroxi-
A-metllglutérico
Policétidos Acido mevalénico
Compuestos Pirofosfato de ¥,
aromiticos Fdimetilo.

Terpenocs



TERPENOS.- Los terpenos g€ encuentran almacenados  en cantidades
relativamente ¢grandes en ciertas plantas, por esta razén algunas
presentan intérés taxonémico. Algunos . terpenos se encuentran en
presencia de otras subetancias tales como: glicéeidos, &steres y en
otros casos con algunas proteinas.

Los miembros mi&s sencillos de esta clase (cw 12 c|5) suelen
ser obtenidos de plantaa frescas y secas por arrastre de vapor,
mientras que los mienbros mis grandes (mds de 20 &tomos de C)
generalmente gon aislados por extraceién con disclventes, separados y
purificados por: cristalizacién, deatilacién y/o cromatografia.

Los terpenocides estan relaclonados a un origen y una

¢
es € ici
tructura comin, asi su composicibn (Cm, C‘S, Czu' Czs' czo'

etc.,)
suglere que, estos compuestos son multiplos de cinco A&tomos de
carbono, y en la elucidacién de sus estructuras se ha demostrado la
presencia de la unidad del esqueleto hidrocarbonado conocido como

isopreno (Fig. 3).

Cabezo
Y\cm

ISOPRENC
l =
7 CHyom
/ -
Mirceno Geraniol Carvona

Fig. 3. Representacién de la estructura del isopreno
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De acuerdo con lo anterior, en la Tabla 2. se presenta la

clasificacitn de los terpsenos:

Tabla 2. Clasificacién de los ta:penoa"

GRUPO NC NUI

Hemiterpenos cs 1
Monoterpenos cI o 2
Sesquiterpenos c‘ 5 3
Diterpenos Czo 4
Sesteterpenos (:25 5

c

Triterpenos 30 6
Tetraterpenos cw 8
Polliterpenos ((:5)r| n

NC.- NUMERO DE ATOMOS DE CARBOND
NUJ.~ NUHERO DE UNIDADES OE ISOPRENO.
f
Se sabe q-ul:a l-aa estructuras terpénlicas slguen la Regla del
isopreno, debido a que estan formados por 2, 3, 4, otc.; unidadesa
isoprénicas en un orden establecide, pudiendo formar uniones

cabeza-cola o cola-cabeza, existiendo anomalfias a la regla como son

las uniones cola-cola, cabeza-cabeza (Fig.4 a-c).

a) Terpenos

—
b) Sesquiterpenos O |
c) Diterpenos — i

Fig. 4 a~c
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DI 08.~ P naturales conatituidos por cuatro uhidades de
isopreno dispuestas segfin la regla isoprénica, éstos, suclen poseer
ademds otro tipo de funcionalidades como: insaturaciones , grupos
carboxflicos, fen6licos y alcohSlicos, A continuacién se m;aeatra una
ralacién hiosintética de los easqueletos de diterpencs misn

representativos.

i | /]\

..
i
A\ “NH )
Grupo del Labdong GRUPO DEL ABIETANO Grupo del Cassano
L~ :
H .
4 pe /;.!
Grupo del Pimarano . Grupo del Podocarpano ’ Grupo del Totarano
P ,
QESE 24
g
S \R ~Xh .
Grupo del Atisano Grupo del Beyerano Grupo de! Kaureno

Grupo del Clerodono Grupo del Taxeno




12

Por. otre lado en ia N.g. 5 ,'aa ilustra la correlacitn

esquamética de.las prlncipalea grupoa sterpénLcoa

Geranligsrantal

““Labdons:'3 = Ciarodano . 4

Podocorpone ©7 1

Pimorane 5

\

ABIEYANO B Cgssano 6

Fig. § Correlacién estructural de los principales eaqusletns
diterpénicos.



Los diterpenos -« de
secundarios que 8e encuentran distribuidos en una gran variedad de
especies del género Salvia; en Méxlico existen ca de 300 especies de
salvias, todas ellas clasificadas en el subgénero calosphace, el cual
& au vaz esta dividido en 91 saccionas? Por otro ladoc, en el reino
vegetal, los diterpenos abietinicos estan distribuidos en una gran

diversidad de g&neros, asi por ejemplo algunos como los indicados en

la Tabla 3.

tipe ableténico aon

Tabla 3.- Algunos diterpenos abiet&nicos distribuidos en
diversos géneros vegetales.

Especie

Holécula aislada

Lepachinia bul.l.!ta6
Inula ‘rc:)‘ylemna‘3
Taxodium distichum'®
Salvia phlamoides‘ 5
Salvia aessei’b

Salvia rsgla”

Salvia pubascena'a
Salvia nsmz:rc::m'9
Salvia ballc:eat‘orazo
Salvia fruticulosa®'®'®
Salvia goldmﬂniizz
Salvia miltiorthiza‘

Salvia microstegia ’

Horminona

Royleanona

Taxeodiona , Taxodona
Taxodiona , Taxodona
Seseina

Deacetilseseina

Nemorona

Nemorona

Conacytona, 3-H-Hidroxideeme-—
tileryptojaponol.

Fruticulina a
7-hidroxi-desmetilfruticulina
Desoxlneocrlpcatanahioﬁa

Ferruginol, S,11,12~Trihidroxi
abieta~8,11,13-trieno.

metabolitos
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS: Las pruebas de
auaceptlbilldadu proporcionan una ayuda indispensable en la seleccitn
dal quimlioterapeGtico corracto, sin embargo, es necesario adicionar
otro tipo de pruebas que complementen el diagnéstico, sobre todo en
los canos en los que el pacliente cursa por condiciones patoldgicas muy
complicadas, espaclalmente este es el caso da la endocarditis o bien
aquellas infecciones en las que el paciente se encuentra severamente
inmunocomprometido. Ea, en entaa condiclones que se requlere de una
estimacién eficiente del antimicrobiano y la concentracién en la que
se debe de dosificar para inhibir completamente al agente infeccioso,

para ello se cuenta con diversas pruebas de seneibilidad:

I. Prueba de difvgitn en agar o sensidiscos
II Prueba de dilucién en caldo

IIr. ’ Impedancia

Iv. conduc‘tnr-;cia

V. Bioluminiscencia

Las pruebas tradiclonales usadas en la deteccién de
susceptibilidad en medio liquido (caldo) y en placas de agar (o
sensldiscos) requieren de un perilodo de incubacién de 18 a 24 horas.
Eato, representa un problema muy grave scbre todo en agquellos casos en
los que bacterias multiresistentes a loes antimicrobianos nacesitan de
ser tratadas lo mis r&pido posible, como sucede en los pacientes con

endocarditis y aquelloe que estan inmunocomprometidos. En este sentido
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se han desarrcllado métcodos més  eficientes para determinar -la

sensibllidad de microorganismos a los quimiote:apeﬁticosaa.

I. PRUEBAS DE DIFUSION EN }\(MRZSR

Los primeros ensayos que Be realizaron para cuantificar la
potencia antibacteriana de wna substancia fueron realizados por
Fleming en 1924, al evaluar la efectividad de diferentes antiséptlcos,
y en 1929 estableci6é el principie de la prueba de susceptibilidad por
difualén en agar al depoaitar el agente antibacteriano en u‘n orificio
cilindrico hecho en el agar y midiendo su potencia segin el diémetro
del hale de inhibicién del creclmiento del organlamo.

Comenzaron despuds a utilizarse diferentes mé&todos para
medir la actividad de las eulfonamidas, penicilina y otros
antimicrobianos; infortunadamente, los resultados obtenidos no eran
comparables entre diferentes laboratorlos y muchas veces ni aun dentro
del mismo laboratorioc.

En 1966, Bauer, Kirby, Shorris vy 'L‘u:::kz6 publicaron los
criterios unificadores de la prueba por difusiSn en agar o
antibiograma y posteriormente otroe expert0527 han establecido las
normas de las diversas técnicas usadas en la determinac’ién de 1la
sugceptibilidad que les han dade mayor praecisién y reproducibilidad.

La técnica de difusién en agar, también conocida como la
difusién en disco, antibiograma o ‘‘Kirby-Bauer’’ es la més utilizada

en los laboratorios de microbiologia clinica.
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Eata técnica ea, en esencla, el :asultado de la 1nteracc16n

de tres slemsncosx el'antibibtieo deposu:ado an un reservorio,

genera!mente en. un dinco de papel ﬂ.lt:o] Tun microorganismo el cual
~sar5 thiblda © no: por el untlbldtico y un medio sélido (agar) que
servirs” colﬁu“apidyo al creclm].ento ﬂe la bacteria y de difusién del
ant’ih’iético. El comportamiento de estos tres elementos a su vez estard
determinado por las condiciones de incubacidn: temperatura,
cuncentfacidn de biéxido de carbono y tiempo de incubacién.

Al depositar el disco con el antibiético en el agar ya
unlformemente Inoculade se establece un competencia entre el
antiblético que difunde a través del medio y el microorganismo que
empleza a crecer. Si éste es susceptible habra un halo de inhibicién

que se extenderd hasta un limite donde la racién al da por

.el antibisético en ese punto (’‘Concentracién critica’’) ya que no serd
auficiente para inhibir el crecimiento exponencial del organlsme que
en la periferia ha al’canza-lo la ‘'masa critica®‘ necesaria para
superar la concentracién inhibitoria del antibidtico. Este fen6meno
aucede dentro de un tiempo critico, por lo que el diimetro de la zona
de inhibicién indicar& el grado de susceptibilidad del organismo al
antibistico cuando este queda como Gnica variable del sistema. A mayor

zona de inhibici6n mayor eerd la susceptibilidad del organismo y, en

ia, la cc racisén ria del antibidtico para inhibir
su crecimiento serd menm“f""27

El antibiograma puede ser utilizado solamente para 1los
organismos de crecimento répido para los que el nGmero optimo de

bacterias se obtiene en 18 o 24 horas de incubacién; ademéds, ciertos

organismos o antibidticos reqiieren condiciones eapecialesz?



17

En las pruebas de susceptibilidad en disco a pesar de ser
tan compleja la relacién entre el antibiético, el medio de cultivo y
los microorganiemos pueden obtenerse resultados reproducibles y tutiles
mediante un estricto control de calidad. La mejor forma de hacerlos es
saguir flelmente, pasc a pase, la técnica tal come ha side
establecida; utilizar el material y egquipe adecuado, incluir
organismos de susceptibilidad conocida como control de calidad, medir
correctamente los didmetroa de las zonas de inhibicién, interpretarlas
de manera correcta y transcribirlas sin error.

La falta de un estricto control de calidad puede ocasionar
una o varias fallas mis comunes que Be cometen con esta técnica, como
algunas de las siguientesa:

1. Utilizar un medio diferente al de Mueller-Hinton,

utilizar medio caduco o mal preparadc, no controlar su
PH.

2. No ajustar el inéculo.

3. Utilizar un tubo de McFarland inexacto como referencia

de turbiedad.

4. No exprimir el hisopo cargado con el indculo y su

sembrado.

5. Tlempo excesive entre la preparacion del inbSculo y su

sembrado. '

6. Tiempo prolongado entre el eembradc del medio y la

aplicacisén de los discos.

7. Retardo en la incubacidn después de la inoculacisn.

8. Utilizar jinbculog mixtos.



18

-~ IX PRUEBAS ‘DE—DILUCIONH:

- Este método consiste en preparar un medio de cultivo liquido
(ctildd), en @l cual se adiciona el agente antimicrobiano a divereas
.dlluclones (de aqul que este método pueda ser empleado para determinar
la minima concentracién inhibitoria), y la cepa en estudio. En esta
técnica se debe de realizar una incubacién de por lo menos 18 horas,
al término de la cual se mide la turbidez gque presentan los tubos
problema en comparacién con los patrones ya preparados y un blanco con
el cual se hace la calibracién del fotbémetro. Este método, da como
resultado densidades 6pticas que al ser previamente calibradae con el
blanco y comparadas con el patron pueden indicar claramente si hay o
no resistencia al antibiético en la medida en que hay inhibicién del
, microorganismo.

Una variacién de este mismo mé&todo consiste en hacer 1la
preparacién de un medic de cultivo adlido al que previamente se le

s

adicioné el anti.bi.éc‘ic:; a una concentracién conocida, posterilormente
se inocula el miscroorganismo de prueba y se observa Bu posible
crecimiento. Se preparan placas de diferentes diluciones del
antibi6tico en ocada placa para observar cual es la minima
concentracién inhibitoria. A este método se le llama ’''Método de
diluclén en agar”’’.

El método de dilucién en caldo puede modificarse de tal
manera qua se haga una microdilucién del caldo en el que se inocula la

cepa bacteriana comparandola con el tube 0.5 de McFarland.
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II1. IMPEDANCIAT:

Los métodos habituales de diagndstico para la determinacién
de susceptibilidad involucran un gran nlmero de manfpulaci.ones
técnicas independientemente de un periodo de incubacién de 24 horas.
Lap opciones de métodos automatizados ofrecen una reduccidn apreciable
de errores técnicos ademfs de un punto de vista mas objetivo en la
interpretacién de los resultades, que pueden ser mas exactos y, asi de
esta manera, se incrementa la precisién de la prueba. Mediante esta
técnica se puede realizar un monitoreo continuo de los efectos que
tiene el antibidtico sobre al crecimlento del micreorganismo.

El crecimiento bacteriano en los sistemas automatizados puede
ser medido directamente por medio de un conteo bacteriano apoyandose
en el paso de un haz luminoso por el caldo como medida de la densidad
épti.cam’n.

El crecimiento también se puede medlr indirectamente por
medio de los cambios de IMPEDANCIA ELECTRICA que se presentan en el

medio de creclmientosa'”'u.

La IMPEDANCIA ELECTRICA es una medlda de
la resistencia al flujo de la corriente eléctrica. Los camblos de
impedancia en el medio de crecimiento se presentan de forma paralela
al crecimiento de la bhacteria, considerando que 6e coloca una
concentracién bacteriana de 106 organismos por ml.

La medicién de los camblos de impedancia eléctrica ofrece
ventajas potencialmente importantes: a) se puede realizar un monitoreo
continuo de los efectos del antibiotico sobre la bacteria; b) los

electrodos colocados en el interior de los tubos de cultivo permiten

medir de manera electrénica y continua los cambios de impedancia sin
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tener que hacer uso de fotémetros o© movimientos macfinicos en las
cubetas. Este sistema ha sido utilizadoe para medios de cultivo
liquidos mediante el método de dilucién en caldo y los camblos de

impedancia se siguen mediarte el uso de una computadora.

Iv. CONDUC'."ANC.I‘I!35 :

Bste métode ha eldo creado para estimar la minima
concentracién inhibitoria (MIC), la minima concentracién bactericida
{MCB) que normalmente necesitan de una incubaclén muy prolongada, pox
lo que esta técnica proporciona una reducci®dn importante en el tiempo
de incubacién necedario para establecer la sensibllidad al
antibiético. Se han utilizado una gran cantidad de métodos para
establecer la inhbicién del crecimiento de lap bacterias, tal es el
caso de las mediciones turbidimétricas. Otros eistemas para la
medicién del c:eciﬁ\le/nto bacteriano son la mlcrocalorlmatria“.
rad&omatria“, asl coma la bx.olumlni.ncenciaz‘.

Este sistema consiste en comparar los patrones de
conductividad eléctrica de un cultivo en el que no se ha colocado el
antimicroblanc junto con la bacteria con otro al que conteniendo el
organismo #8e le adiclona el quimioterapeGtico. Laa dos curvas
obtenidas se analizan para establecer la posible susceptibilidad del

micreorganismo.
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V. BIOLUMINISCENCIA DE ATP™ :

La bioluminiscencia da la luciferin-luciferasa ' para el
adenceintrifosfato (ATP}) establece con exactitud 1la biomaﬁa de
bncterlassa en el madio de cultive. El ATP es requerido en la reacclén
de luciferin-luciferasa como un dador de energia que porporciona una
lumincaidad que es directamente proporcional a la. cantidad de
bacterias en el medic de cultivo. Este métode ya ha sldo. raportado

previamente por otros autores 0,

VOLTAKETRIA CI(:LICA“: En la reclente década, s& han desarrollado
varios métodos dinfimicoes en electroguimica analitica; debido a esto,
la voltametrfa ciclica esti adguiriendo mayor atencién. A su vez ha
logrado superar en gran escala a la polarografia cléeica para tratar
algunos problemas puramente analiticos. E1 método a‘a utiliza
ampliamente en procesos de oxido-reducclédn en quimica orgénica, en la
inorgénica y en otras disciplinas.

Para el desarrollo de este método Be consideran dos
proposiciones; la primera me apoya en los fundamantos matemiticos y
como consecuencia ha gido posible obtener una interpretacién
cuantitativa de las variantes del proceso electroquimico en funcién de
8u respuesta voltamétrica. Una segunda consideraclén que ha dado

amplia popularidad al método, coneiste en emplear un criterio
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apropiado - de tal manera que sin hacer uso de las matemiticas
complicadas, es posible obtener una amplia informacién gobre las
propledades electroquimicas de las especies involucradas en el
estudio.

Las experienclas voltamétricas normalmente se realizan
utilizando un electrodo de trabajo estacionario en soluciSn ausente de
agltacién. Si el potencial de un electrodo que se encuentra sumergido
en una solucién que contiene una esepecie oxidable se hace crecer
riplidamente desde valores muy negativos; se observa una variaclén de
la corrlentea registrada seglin la curva de la Fig. 6.

Cuando el valor del potencial es bajo, no hay reaccién
@lectroquimica apreciable y oe registra la corriente residual. Cuando
se alcanza un potenclal mayor, empieza la oxidacién y la corriente
.crece rfpidamente. La concentracién de la sustancia consumida en el
electrodo disminuye mis rfpldamente gque lo que se puede compansar el
transporte por difusién. ’

La Lntenaid'ud.paau antoncen por un mAximo y luego disminuye
a partir del momento en el cual la difusisn empieza a controlar la

wvelocidad del proceso.

i

Fig. 6
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Si despies el potencial del pico se invierte bruscamente en
el sentido del barrido, es posible obtener un pico corraspondiente a
la reaccién electroguimica inversa. Si esto ocurre, la sustancia
producida en el electrodo en la primera parte de la operacién no ha
tenido tiempo de difundirse; se encuentra todavia en la cercanfia del

electrodo y puede ser reducida a ou vez (fig. 7).

+

Fig 7.- VC pare un proceso
reversible. Epa, Epc: po--
tenciosl del pico anecdico
y catadlco respectivamente
ipa, Jipc: corriente del
pico enodico y catodico.
EE, 46 potenclsl e fin--
tensidad de interrupcion.

i Epe

En 1la voltametria cfclica el transporte de masa de la
especie electroactiva es por difueién. Para evitar la corriente de ‘1n>
migracién y reafirmar la conductividad, se adiciona a la solucién un
electrolito soporte en una conce‘ntraclén ca 0.1 M. . Para tal efecto,
los metales alcalinos y especialmente las salea de tetralquilamonio
han resultado eer las més eficlientes; asf, sales como el
tetrafluoroborato de tetraetilén amonio [{TEA) BF‘} el
hexafluorofosfato de tetra~n-butil amonlo [(TBA)PFA] que Be
caracterizan por sus altos voltajec de descomposlcién, se utllizan
actualmente para tal efecto en presencia de disolventes apr&ticos.

La concentracitn de la sustancla electroactiva, normalmente

se encuentra entre 10_3 Y 10'5 M.
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La preparacién déptima de la muestra, la solucidén
alactrolitica y las medicliones en la celda son esenciales para obtener
buenos resultados. Las impurezas afin en trazas, pueden interferir en
la cuantitatividad de los voltagramas ciclicos.

Los requisitos para el uso de los diseolventes aprétlicos son
muchos y muy rigurosos, tales como la purificacién del disclvente y la
preparacién de la muestra; el problemu'reaida en remover las impurezas

préticas (principalmente el agua).
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PARTE EXPERIMENTAL

Estudio fitoquimico: El punto de fusifn se determind en un
aparato Fisher~Jonea y no estd corregido. La espectrofotometria de
absorcién en el infrarrojo (IR) pe obtuvo en un espectrofotémetro
Perkin Elmer modelo 283 uéilizando la técnica de pamstilla (KBr). El
espectro de masae fue determinado en un espectrémetro SHIMADZU
GCHS-QP2000A, mediante la técnica de impacto electrénico a 70 eV y
250 °c en la cémara de ionizacién. Los espectroa de resonancia
magnética nuclear fueron geaerados en un espectrofotSmetro VARIAN
FT-200. Los desplazamientos quimicos ({} estén dados en ppm, y estén
raferidos al tetramatilsilano (TMS) como referencia interna. Para
_indicar los patrones de acoplamiento se usan las slgulentes
abreviaturaas s = seial simple, d = seilal doble, t = seflal triple, g =
seflal cuddruple, Ba = geial simple ancha, dd = sefial doble de doble,
ddd = sedal doble da‘ d;blv. de doble, emc = seflal multiple compleja,
s/ep = sellal sobrepuesta con; y las conatantes de acoplamiento (J)
eotan dadas en Hertz. La separacién del metabolito secundayic fue
llevada a cabo por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como
reveladores: disolucién de sulfato cérico al 1 % en &cido sulffirico 2
N, vapores de yodo y luz visible. La cromatografia en columna {(CC), se
realizé con gel de silice tamailo de particula da 0.2-0.5 milimetros
(35+70 mallas), utilizando como eluyente un gradiente del sistema
n-hexano/AcOEt. Voltamparometris ciclica: Se empleé un Potenclostato
Parc 173, las condiciones generales de trabajo fueron:

Tetrafluoroborato de tetraetilenaménio como electrélito, el diamolvente
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y Platino como electrodo de trabajo. Pruebas microbiolégicas: Las
pruebas consistieron en determinar la susceptibilidad de las bacterias
Bscherichia coli RATCC 10563, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923; utilizandose para tal efecto el agar
de Mueller-Hinton como medio de difusién de los sensidiscos
l{mpregnados con el producto natural previamente disuelto en n-hexano.
En terminos genarales en el Esquema 2 se describe el diagrama de flujo

de la parte exparimental.
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MATERIAL VEGETAL: La rafz de Salvia reptans Jacq. fue
recolectada en el mes de octubre de 1990 en Arcos del Sitio,
Tepotzotlé&n, Estado de México, un eupeu!meh Youcher (FESC-RE 21} se
deposit6 en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de 1la

Universidad Nacional Auténoma de México.

EXTRACCION, SEPARACION E IDENTIFICACION: La ralz (180 g) de
Salvia reptans, previamente secada y molida, fue tratada con n-hexano
.a temperatura ambiente. El extracto hexinico fue concentrado a prasién
reducida y cromatograflado en columna sobre gel de silice, la fraccién
aluida con n-hexano/acost {9:1}) proporcioné un 86lido que
recristalizado de n-hexano proporcioné 1.55 g. (0.B61 %} de un

producto cristalino amarillo: p.f, 188-199 °c, andlisias elemental

1

{calculado} CZDH 72.3 % ¢, 8.4 % H, 19.3 % O ;7 RMN H (300 MHz,

26%
eoCL~TMS): { ppm: 4.7 (m, H~7B), 3.18 (m, H-15), 3.05 (sa, DO,
7-0H), 2.70 (dddd, He1j, 1.95 (d, H-609, 1.25 (d, Me-16, 17), 1.25
(ss/sp, Me-20), 0.98 (s, Me-18), 0.90 (s, Me-19); RMN C'> (75.5
MMz, CDCl): d ppm: 189 (C-14), 184 (C-11), 151 (C-12), 147.5 (C=9),
143 (c-8), 124.1 (C-13), 63.1 (C-7), 45.7 (C-5), 24.0 (C-15), 21.7
(c-19), 19.87 (C-17), 19.75 (C-16), 18.4 (C-20); EMIE. (70 eV), m/z (%
ab. rel.): 332 (48.8) ', 317 (12) (w-15)", 314 (28 (M—Hzof, 299

(38) [M-15-18)",43 (100) csn';*.
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VOLTAMPEROMETRIA CICLICA: En una celda electrolftica de
aproximadamente 100 ml. de capacidad se colocaron 25 ml. de una
disolucién 1 mM de horminona en MecN anhidro (ons); a ésta se le
adicionaron otros 25 ml. de tetrafluoroborato de tetraetilénaménio 0.2
M en MeCN anhidro. La mezcla anterlor previa homogenizacibn, se
sometié a un proceso de VC' (0/-1500/0/+1500/0 mv) a diferentes
velocidades de barrido (30, 60 y 120 mv/s). El electrodo de trabajo
utilizado fue de lamina de Pt, como elactrodo de referencia se empled
Ag/AgNos Y un tercer electrodo de Pt como auxiliar o contraelectrodo.
De esta VC destaca un potencial de reduccion ca -1.2 mv - (Fig. 8)
congruente para sistemas quinoidales anélogosl‘z, en la Fig. 9 a-b
se puede ohservar la estructura quimica tanto de la Perezona como de

la Horminona.



30

Fig. 8a.- Eatructura quimica de la Horminona

Pig. 8b.~ Estructura quimica de la Perezona

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LA HORMINONA:La Horminona (8.70
mg.) purificada medlante tres recristalizaclonas con n-hexano fue
iniclalmente disuelta en 1 ml. de n-hexano grado espectroscépico. Con
esta dlsdluclbn Be reallizaron pruebas preliminares consistentes en
impregnar discos de papel filtro (Whatman Cat. 1002 125) de 0.5 mm de
difmetro con 10 K1 de la digolucisn anterjior. Una vez secos, loa
discos se colocaren en placa de agar Mueller Hinton (BIOXON) en donde
previamaente se inocularen ¢on hisope las cepas de: Escherichia coll
ATCC 10536, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus
aureus ATCC 25923. Después de 24 horas de incubacién a 37 °c se

efectué la lectura de la inhibicién en la periferia de 1los discos.
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En las .pruebas preliminares s6lo la ‘cepa de Staphylococcus
aursus ATCC 25923 denoté susceptibilidad a la Horminona. Los di&metros

de inhibicién para la prueba preliminar se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Promedio de lom diidmetros de inhibicién en
las pruebas preliminares.

Microorganismo Promedio de los diimotros
de_iphibicién. (mm)
Staphylococcus aureus 8.486

Escherichia coli

Pseudomona aeruginosa

Posteriormente a la prueba preliminar en dieco, §. aureus la
bacteria que :esultb: aénalbla al producto natural se sometid a una
serkevde evaluaciones {Mediante la técnica de disco) con diversas
diluciones de Horminona/n-hexano (8.70 mg/ml.}, ur.c.aa 'duuctonea
fueron: 1:10, 1:100, 1:1000 y por Gltimo 1:10000; (en cada disco se
colocaron 10 ml de cada diluclén). Al encontrar la dilucién minima
(1110) capiz de inhibir e} crecimiento de las bacterias se hicieron
otras diluciones intermedias para establecer con cierto margen de
exactitud la dilucién que todavia puede impedir el desarrxollo del
microorganismo. En eete eentido, Ae realizaron diluciones menores a
1:10, ya que ésta resultd aser la Gltima en la gue el microorganismo

fue inhibido ligeramente.
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En la Tabla 5 - se resumen’. 1os .resultados  obtenidos con

Staphylococcus aureus. ATCC 25953, Gnlca éepa no resistente a la acci6n

de la Horminona.

Tabla 5. Resultadoe promedic de los difme--
tros de inhibicién para las divermas concen
traciones de Horminona,

Concentracién Promedio de los di&me-
{mg./ml) tros de inhibicién (mm)
4.350 8.25
2.175 8.02
1.450 8.01
1.080 6.10
0.870 ]

A CADA UNO DE tOS DISCOS EMPLEADDS EN LAS
PRUEBAS SE LES ADICIONARON 3 al DE LA DI~
LUCION CORRESPONDIENTE.

'
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DISCUSION

Del extracto n-hex&nlco de la raiz de 'S. reptans sometido a
Vcc kélo—z n-hexano/AcOEt; 9:1) se aislaron 1.55 g de un producto
érlstalinc de color amarillo, el cual se identificd como Horminona
(Fig. 2), un producto natural vya conoeldob; la identificacién se
efectud por correlacién de los datos f£isicos y espectroscépicos
obtenidos en el presente trabajo de tesls con reapecto a los
reportados en la literatura quimica (vide supra). Su punto de fualén
resulté ser de 198-199 °c (174 °c Lit); por otro lado el metabolito
secundario en au espactro de RMN H‘ a 300 MHz presentd: En 4.7 ppm una
sefial multiple que integra para un protdn la gque en base a su
desplazamiento quimico sugiere qua sea un protén base de oxigeno, el
cual se asigna al H-?7 , en 3.18 ppm aparece una sefial heptuple que
integra para un ‘aSlo protén part.&:cularmente H-15, base tipica de el
metino alilico del isopropilo, animismo en el espectro se ve una sefal

simple ancha en aproximadamente 3.05 ppm, la que intercambia con D,O,

2
ésta, inequivocamente corresponde al protén del oxhidrilo en C-7, por
otro lado, tamblién aparece una sefial dddd centrada en aproximadamente
2.70 ppm la cual integra para dos protones asignandose ésta a H-1, de
igual manera en la regién de 1.4~2.1 ppm destacan un conjunto de
sefialen que se atribuyen a loam protones H-2, H-3, H-4 y H-6,

finalmente, en la reglén de los metilos ase presenta una seial doble

que integra para 6 protones la cual estd centrada en 1.25 ppm y doa
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seflales aimples en 0.98 y 0,90 ppm que integran para tres protones,
dichas seiales se asignan a los metilos en 16, 17, 18 y 19, esa
conveniente mencionar que la seflal M.mbla que corresponde a loas
protones del Me-20 est8 sobrepuesta con la saflal doble en 1.25 ppmz en
1o concernienta con la RN de c' normal y su versién APT se presentan
en la regién de los carbonilos dos sefiales, la primera a 189 ppm que
corresponde a C-14, y la segunda a 184 ppm que 8in lugar a dudas
corresponde al carbonilo en €-11, a continuaclén en 151 ppm se obhserva
una sefial de C5pz (par} que corresponde a C-12, en 147.5 ppm se
obtiene una sefial que tipicamente describe un CBPZ (par) asignada a
Cc-9, otro de los (:ap2 en C-B se identifica con claridad por la sefilal
par en 143 ppm, tambi&én en 124.1 ppm B8e presenta otra eefial
corraspondiente a t:xspz {par) en €-13, a continuaclén en 63.1 ppm se
.manifiesta una sefial correspondiente a un carbono metinico (non)
desiganada para C-7 base de oxhfidrilo, también se observa una seilal en
en 45.7 ppm dada para un carbonoc non ceorrespondiente a C-5, en lo gue
respecta a la aslgnaclén de C-15 se obtiepe una gefial en 24.0 ppm
atribuida a un carbono motinico, por Gltimo, seo deseribe un conjunte
de sefiales en 19.7, 19.8, 33.0, 21.7 y 18.4 ppm que se asignan a
metilos en C-16, C©-17, C-18, C-19 Y C-20 (nones) respectivamente;
finalmente el espectro de masas (EMIE 70 eV) también correlaciona
perfectamente con el previamente reportade, ya que aparece el lon
molecular en 332, posteriormente se manifiestan picos m/z 317, m/z
314, y m/z 299 asignados a perdidas [M—Me]+, [M-HZO]+ Y [H-HE'H20]+

respectivamente.
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De la veltamperometria ciclica de la Horminona realizada bajo
las condiciones da trabajo previamente descritas en la parte
experimental, se generd un voltamograma en el cual resalta la
presencia de un potencial de madia onda a -1.2 mv, esto, es indicativo
de que la mol&cula en getudio posee propledades redox.

Al realizar una miniciosa revisién bibliografica pudimos
percatarnos que una molécula de estructura andloga, la Perlzzc:na”2
{Pig Bb) presenta un patrdn oxidoreductor muy similar al de la
Horminona (Fig. 10 a-b).

En conpecuencia per correlacién, se puede afirmar que el
acoplamiento redox de la horminona esta dado principalmente por la

funcionalidad quincide de la molécula.
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Fig. 9b Comportamiento voltamétrico de Perezona 1 mM (vide supra)
medido con un electrodo de platino en presencia de Acido benzoico 0.01
). ¥ TEARP 0.1 M en acetonitrilo, determinado a diferentes
velocidades de barrido: a) 20, b) 60 y c) 120 mV/s.
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Por otro lado, la Horminona fue empleada para realizar un
. esgu'di.o microbiolégico mediante el método de difusién en agar, técnica
seleccionada entre otros métodos come el de dilucién en calde dado que
@ste Gltimo requiere de una sustancia de prueba que sea socluble en
‘agJa, mientras que la horminona es inmoluble en agua y aun en buffer
de Naﬂcos/mzcos de pH 9.3.
Iniclalmente se hizo una prueba preliminar con el objeto de
. determinar cual de las cepas en estudio ( S§. aureus, P. aeruginosa y
B. coli ) ea pensible a la Horminona, observandogea 8su actividad
bactericida © bacterlostitica solamente sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923 a una concentracién de 8.7 mg/ml (8.46 mm de dliametro de
inhibicién).
Posteriormente se procedié a dilulr en forma logaritmica
{1:10, 13100, 1:1000, y 1:10000) la disolucién iniclal (8.7 mg/ml)
'pura encantrar la "Minima concentracién™ gque todavia inhibe el
crecimiento bacteriano, por lo que se determind que a una dilucién
menor a 1:10 se pregenta una eacasa inhiblicién del crecimiento del
microorganismo. En base a lo descrito previamente, 8e hicieron
diluciones intermedias entre 112 y 1:8, estableciendo con mejor
exactitud que la "Minima Concentraci6én Inhiblitoria™ es de 1.080 mg/ml
la cual generd un difmetro de inhibicién promedioc de 6.10 mm.
Al continuar la revisién bibliogr&fica nos percatarmos de que
la Horminona poeee una cierta similitud estructural con las
tet:aclcanaa‘s(Pig- 9) y por consiguiente su actividad bactericlda es

aniloga.



38

H,c\N/CH,

L om
sccog
OH O OH O NH,

Fig 10 a-b.~ Relacién estructural entre la Horminona y las
Tetraciclinae respectivamente. La porcién sombreada en
las tetraciclinas indica los ¢ ypos fuclionales en los
que se baga su actlvidad biolégica.

Las tetraciclinas son antimicrobiancs de amplio espect:a“
debido a las propiedades quimicas que le confiere su estructura,
mientras que la Horminona se podria considerar ecomo una sustancia de

sapeétro reducido ya que su actividad bactericida es muy limitada.
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 CONCLUSIONES

- 8a‘hizo e

‘udiLo'ﬁt‘dq\ilmLco de ‘laa’ raices’de salvia
rept:a‘.n‘qt éatudic . no dencrﬁ:c ‘l:on anterioridad en “la

; :ll.t:er"uturar quimica.

2.- Del extracto n-hexénico de S. reptans se ailsldé Horminona,
una diterpenquinona con esqueleto de abietanoc. Esta ha sido

aislada previamente de otros especlmenes.

3.- El Producto Natural se identificé por correlacién de eus
datoa espectroscSpicos (RMN H‘, RMN C15 y EMIE) con los
reportados en la literatura.

'
4,-  Se reporta ol voltamograma ciclico de Horminona,

presentandoss un potencial de media onda en ca -1.2 mv.

5.- Se determiné una accién bactericida limitada, puesto que
la Gnica cepa sensible a la accién de la Horminona esa
Staphylococcus aureus ATCC 25932, la cual presentd un

dismetro de inhibicién de 1.080 mg/ml.
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Correlacién de RMN c'°

la Horminona.

normal y verasi6n APT para

Sefial L.l.ce:atura° §. reptans ApT
4 (ppm) § (ppm)

c-1 35.7 35.0 par
c-2 18.8 18.8 Par
c3 417077 a1 Par
c-4 39.1 39.0 Par
Non

Par

Non

Par

Par

Non

3 Par

c-12 15i.1 1581.0 Par
c-13 124,13 124.1 Par

3

c-14 " 189.0 189.0 par
c-15 23.9 24.0 Non
c-16 19.7 19.7 Non
c-17 19.8 19.8 Non
c-18 33.1 33.0 Par
c-19 21.7 21.7 Non
c-20 18,3 18.4 Non
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Correlacién de RMN n1 para la Horminona

[3
el B el

H-1 ddd 2.69 2.70
H-2 m 1.72 -
H-3 m 1.5-1.7 —
H-6 d 1.96 1.95
H=7 d 4.73 4.70

7-0H 8 3704 3.0s
H-5 m 1,55 -
H~15 m 3.16 3.18
Me-16 a 121 1.25
He-17 d 1.22 1.25
Me-18 8 0.98 0.98
He-18 L] 0.90 0.90

)

Me-20 s 1.22 1.25

M.- Multiplicidad

41



VERS10H APT DE RMR C“ DETERNINADO A 75.429 WH3 PARA HORMINOHA

TLYFABEPLINIS JOV. SaLMCH-RG

ACRIISITION Tink 1,000 aec
RLATATION OELAT 8,220 ne
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N TN I}“
1HO 360 140 120

100 BO 50

40 20 ppm



ESPECTRO DE MASAS POR IMPACTO ELECTRONICO A 70 eV’ (2350 nI:) DE BORMINONA
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