
UNIVERSIDAD NACIONAL .. , ....... '::.:::~ ..... ~ ... 

DE MEXICO 
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

CUAUTITLAH 

U. N.A. M. 

ESTUDIO FITOQUIMICO DE SALVIA REPTANS 

Y UN ENSAYE ELECTROQUIMICO

BACTERIOLOG ICO DE HORMINONA 

AISLADA DE 

T E S 1 S 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

P R E S E N T A 

LUIS ANTONIO RAMIREZ RAMIREZ 

Director: René Miranda Ruvalcdbd 
Asesor: Martha Beatriz Vilchis Ar9ue:ta 

Cuautitlán lzcalli, Edo. de Méx. 1993 

rESlS CON 
¡ AL\.A rt ORiGE\\ 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE i 



INDICE 

I.- :IHTRODUCCION. • •• , • • •,,,,,,, •,,,,.,,,, ,, , 1 

II ,- GENERALIDADES,.,,,,,,,.,,,,,,,,.,,,,,,, 4 

III .- PARTE EXPERIMENTAL,,,,.,.,,,,.,~,,,,,, 25 

IV,- DISCUSION •• ,,, ,,,,,,,, ,,, ,,,,,,, ,, ,,,,, 32 

V,- CONCLUSIONES,,,,,,,,,,,•••••••,;_.,,,,,,,- 37 .-

VI, - ESPECTROS,, , , , , , , , , , , , , , , , , , , , , ,- • ; , 38 

VII.- BIBLIOORAP'IA.,,,.,,,,,,,,, o,,,,.,,,,,, 45 



INTRODUCCION 



JNTROOUCCJON 

El género salvia de la familia Labiatae (Lamiaceae) es uno 

de los géneros mas abundantes y diversificadoe de esta familia, 

comprende ca de 900 oepociee 1 distribuidas zonas tropicales y 

eubtropicalee. Bontam~ dividió este género en cuatro subgéneros: 

Salvia, Sclaraa, Leonia y calosphace, Lae salvias europeas y asUiticas 

pertenecen principalmente a los subgéneros Salvia y Sclaroa. El 

subgénero Leonia se encuentra representado por varias especies do 

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

Salvias de México, centro 

Calosphaca
3

. En México existen 

y Sudamérica, pertenecen al género 

de 300 especies de Salvias que se 

encuentran predominantemente en bosques de pinos, abetos y encinos, 

por encima de loEi 1000 metroe de altura. 

Algunas eepecieo del género Salvi11 oe unan en el tratamiento 

de diferentes enfermedadc& debido a sus propiedades bactericidas y 

antitumorales
4

(Tabla 1), por lo cual ha despertado gran interés en el 

estudio de sue metabolitoe secundarios. Rocientemente se reali:z.6 

estudio fitoqulmico de Salvia reptans Jacq en su parte aérea; 

report.S.ndose dos nuevos diterpenos, uno con esqueleto de clerodano y 

otro de s, 6 seco-clerodano (fig. 1) ¡ ademá.s de ciertos productos 

naturales conocidos, tales como: el /3-sitosterol, los ác:.idos urs6lico 

y oleano!co, as! como la flavona llamada dioametina. 



Tabl.a l. Actividad biológica de algunos diterpenos abietánicos de 

tipo quinoidal. 

Aislado de 

Taxodíum 
dlstichum 

Salvia 
mil tiorrhlza 

Salvia 
ballot;eatora 

Lopechinla 
bullat:a 

Salvia 
m1crost:egla 

Compuesto 

Taxodiona y Taxodona 

Furanaftoquinona 

conacytona icetexona y 
romulogarzona 

Horminona 

Actividad Biol6gica 

Efectos citot6xicoe 

Tratamiento de afee-
cianea cardíacas, -
anormalidadea hemAti 
cae y hepatitis. 

Problemas estomacales 

Citotóxica sobre cé-
lulas can cor igenae, é 
inhibidoree del cree! 
miento de Trypanosoma 
cruzi.. 

Ferruginol, Pieiferal, Diurático, antioépti-

Ref. 

4 

En el presente trabajo de teais deseamos informar sobre el 

aislamiento de Horminona
6 

(P'ig. 2), una diterponquinona con esqueleto 

de abietano, la cual fue encontrada en el extracto n-hexánico de la 

raiz de Sal vi.a reptans. Asimismo, se mencionan algunos" aspectos 

relaC"ionados al comportairi.ento elcctroqu!mico de la molécula, y 

finalmente se reportan loe reaultadoa del estudio microbiológico del 

metabolito antea mencionado mediante loa cuales se mide su efecto 

bactericida o bacterioatlitico sobre cepas de Escherichia coli ATCC, 

Pseudomona aeruginosa ATCC y Staphylococcus aureus ATCC. 
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la.- l-~2oe.-epoxy-3,4c<

dihydrolinearolactona 
lb.- Salvireptanolido¡ un 

5, 6-secoclerodano 

P'ig. 1 Metabolitoe eecundarios recientemente alelados de la parte 

aérea de S. reptans~ 

Fig. 2 ... Estructura quimica de la Rorminooa 



GENERALIDADES 



GENERALIDADES 

Todas lao plantas para llevar a cabo su me:tabolismo, 

necesitan de una serie de especies quimicas esenclalee como loe 

aminoAcidos, Acidos grasos, azúcares y biopolimeros (llpidos, 

proteínas y ácidos nucleicos), los cuales conocidoo como 

metabolitos primarios. 

Del miemo modo, estas plantas presentan metabolitos . . 
secundarios o productos naturalos que son definidos como compuestos 

caracteristicoe de una o varias especies relacionadas. Estos euelen 

obtenerse por diferente;1 ví.as metab6licas que realiza la planta 

(Esquema 1), Los metabolitos secundarios, en eu mayoria , parecen 

tener un papel biológico para la planta, sin embargo, algunos de 

ellos presentan actividad hormonal, por ejemplo, el ácido .9iberélico 

(hormonas de crecimiento), otros proporcionan a la planta mecanismos 

de defensa contra el medio ambiente ¡algunos secretan substancias 

tóxicas para ciertoa insectos, animales y plantao)? 

De acuerdo con lo antoriormente expuesto, todas las 

moléculas que pertenecen a loa productos naturales pueden estar 

clasificadas en alguno de loe siguientes grupos 12: 

Grupo I Clasificación en base a su estructura química 

Grupo II Clasificaci6n basada en su actividad fisiológica 

Grupo III Claeificaión basada en su taxonomía 

Grupo IV clasificación basada en su biogéneeis 



Grupo I Claeificaci6n en base a su estructura química 

A.- Cadena abierta: Acidos grasos, azúcares y algunos aminoAcidos. 

B.- Homoclclicoss asteroides, alcaloidea~ y terpenoides. 

c.- AromAticoa : fen61icos, quinonas, etc •• 

D.- Heteroclclicos: alcaloides, flavonoides y ácidos nucleicos. 

GRUPO II Clasificaci6n en base a- su actividad fisiol69ica 

A. - Hormonas 

e.- Vitaminas 

C.- AlnlBIOTICOS 

D.- MICOTOl'INAS 

GRUPO III Claeiricaci6n basada en su taxonomía 

Esta claeificaci6n esta baeada en la comparaci6n de diversos 

eetudioe morfol6gicoe de las plantaa, eo decir su taxonomía. Se sabe 

que en animales y algunos microorganiemos algunos metabolitoe finales 

son excretados, mientras guo en lae plantas son almacenados. 

Algunos de estos, componentes loe alcaloides 

isoprenoides, han sido aislados de especies, géneros, tribus o 

familias específicas de plantas. Al respecto de un mismo tipo de 

especies, estas suelen contener numerosos conetituyentes ligados 

estructuralmente entre si. 



GRUPO IV Claslficaci6n basada en su biogénesis •. 

Los componentes de todas las plantas y animales son 

biosintetizadoe por reacciones enzimAticas, siendo la glu~osa la 

principal fuente de carbono, la cual es fotoeintetizada en plantas 

verdee (organiomos aut6trofos) o la obtienen del medio ambiente 

(organismos hoter6trofos}. 

De acuerdo cc..n lo anterior, resulta que solamente 

limitado grupo de compuestos tienen importancia taxon6mica las 

diferenteo familias, como a continuación se menciona9: 

- TERPENOS 

- Alcaloides 

- Flavonoides 

- QUINONAS 

- Poliacetilenoe 

- Glucooinolatos 

- Compuestos cianogán1cos 
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Ciclo de Krebs 

ORIGEN DB LOS 'I'ERPENOS 
11 

~T 

~T~ 

Acidos grasos 

Policétidoa 

Compuestos 
arom&.ticoa 

Acido j1-hidro~ici
(l-met ilg lutár ico 

Acido meval6nico 

Pirofoefato de 'l, 
'ldimetilo. 

Terpenos 



TERPENOS.- Los terpenos se encuentran almacenados en cantidades 

relativamente grandes en ciertas plantas, por esta razón algunas 

presentan int9rés taxonómico. Algunos terpenos se encuentran en 

presencia de otras subatancias tales como: glic6eidoe, ésteres y 

otros casos con algunas proteinae. 

Loe miembros mAs sencillos de esta clase (C
10 

y c
15

) suelen 

ser obtenidos de plantas frescas y secas por arrastre de vapor, 

mientras que los mienbroe m.!l.s grandes (m.!l.s de 20 átomoa de C) 

generalmente son aislados por extracción con disolventes, separados y 

purificados por: cristalización, deotilac16n y/o cromatografía. 

Los terpenoides astan relacionados a un origen y una 

estructura común, así su composici6n (C
10

, c
15

, C
20

, C
25

, c
30

, etc.•) 

sugiere que, estos compuestos multiploe de cinco átomos de 

carbono, y en la elucidación de eatructuras so ha demostrado la 

presencia de la unidad del esqueleto hidrocarbonado conocido como 

isopreno ( Fig. J ) • 

, ..... ~ 
I Colo 

ISOPRENO 

Mirceno Geroniol Corvo na 

P'ig. J, Representación de la estructura del ieopreno 
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De acuerdo con lo anterior, en la 'l'abla 2. se presenta la 

clasificaci6n de los terpenosi 

Tabla 2. Clasificación de loe terpenos
11 

GRUPO HC HUI 

Hemiterpenos e, 
Monoterpenoe º•• 
Seequiterpenoe e,, 
Di terpenos 0

20 

Sea te terpenos e,, 
Tri terpenos 0

Jo 

Tetraterpenos º•• 
Politerpenos (CS)n 

NC. • HUHERO DE ATOHOS DE CARBONO 

NUJ •• NUMERO DE UNIDADES DE ISOPRENO. 

Se sabe que las estructuras terpénicas siguen la Regla del 

ioopreno, debido a que astan forma.dos por 2, 3, 4, etc., unidades 

ieopr6nicae orden establecido, pudiendo formar uniones 

cabeza-cola o cola-cabeza, existiendo anomaU.ae a la regla como son 

las uniones cola-cola, cabeza-cabeza (P'ig.4 a-e). 

o) Terpenos 

b) Sesquiterpenos 

e) Diterpenos 

Pig. 4 a-e 
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DlftRPBNOS.- Productos naturales constituidos por cuatro uhidadee de 

ieopreno dispuestas según la regla ieoprénica, éstos, suelen poseer 

además otro tipo de funcionalidades como: ineaturaciones , grupos 

carboxilicoe, fen6licoe y alcoh6licoe. A continunci6n se muestra 

relaci6n biosintética de loo eequeletoo de di terpenos mfio 

representativos. 

w ~ # 
Grupo del Lobdono GRUPO DEL ABJETANO Grupo del Cossano 

Q9~ Q9 w·y 
1 

H 

Grupo del Pimorono Grupo del Podocorpono Grupo del Totarono 

w q95 q97 
H 

. 

Grupo del Atisano Grupo del Beyerano Grupo del Koureno 

Grupo del Clcrodono Grupo del Toxeno 
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Por otro lado , an la· Fig. !5 se ilustra la correlaci6n 

eiquom.!itica de, los ~rin:.tpa~es gr~PC?B _ .-dite~p6ni.cos 12 
• 

. _ - . _,,.., - -- -_-

· · .. ~··.·· .. ··.·· ··.· .. ·.·.·······.·.····~. > ... · ·.·.·. >~·: <--·_ ;_.'-~-:-._-~:.~,, .: __ ... '_ -- . -
. ' . ' . : - ·, ._ .. ; ... 

Podocorpano 7 Clerodono 4 

Plmorano 5 

ABIETANO B Co5sano 6 

Fig. 5 Correlación estructural de loe principales esqueletos 
diterpénicos. 
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Los diterpenoa · de tipo abieU.nico son metabolitoa 

aecundarioe que ea encuentran distribuidos en una gran variedad de 

especies del gánero salvia; en México existen ca de 300 especies de 

Salvias, todas ellas clasificadas en el subgénero calosphace, el cual 

a su vez esta dividido en 91 secciones~ Por otro lado, el reino 

vegetal, loe diterpenoe abietánicos eetan distribuidos una gran 

diversidad de g6neroe, así por ejemplo algunos como loe indicados en 

la Tabla l. 

Tabla 3, - Algunos di terpenos abietánicoa distribuidos en 
diversos géneros vegetales. 

Bapecie 

Lepachinia bullata
6 

Inula royleana 
13 

7'axodium distichum 
14 

Salvia phlomoidas 1 5 

Sal vía sessei 16 

Salvia regla 17 

Salvia puboscena 
18 

Salvia nemorosa 19 

S4lvia balloteafora 20 

Salvia frutl.culosa 21 ª•b 

Salvia goldmanii
22 

Salvia miltiorrhi=:a 
4 

Salvia microstegia 1 

Molácula aislada 

Uoraiinona 

Royleanona 

Taxodiona Taxodona 

Taxodiona , Taxodona 

saae1na 

Deacetilseee!.na 

Nemorona 

Ncmorona 

Conacytona, 3· fl-Hidroxideeme
tilcryptojaponol. 

Fruticullna A 

7-hldrox 1-deemet i 1 f rut !cu lina 

Desoxineocr iptotanshioña 

Ferruginol, 5, 11, 12-Tr ihidroxi 
ableta-8, 11, 13-trleno. 
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS 1 Lae pruebas de 

eueceptibilidadz 3 proporcionan una ayuda indispensable en la eelecci6n 

del quimioterapeútico corr.!cto, sin embargo, es necesario adicionar 

otro tipo de pruebas que complementen el diagn6etico, sobre todo en 

loe caeos en loe que el paciente cursa por condiciones patol6gicao muy 

complicadas, especialmente este es el caso de la endocarditis o bien 

aquellao infecciones en las que el paciente se encuentra severamente 

inmunocomprometido. Es, en antas condiciones que se requiere de 

eetimaci6n eficiente del antimicrobiano y la concontraci6n en la que 

se debe de dosificar para inhibir completamente al agente infeccioso, 

para ello se cuenta con diversas pruebas de sensibilidad: 

I. Prueba de difi: sión en agar o sen si discos 

II Prueba. de diluci6n en caldo 

III. Impedancia 

IV. Conduc
0

tancia 

V. Bioluminiscencia 

Las pruebas tradicionales usadas en la detección de 

susceptibilidad en medio líquido (caldo) y en placas de agar (o 

seneidiecoe) requieren de un periodo de incubación de 18 a 24 horas. 

Esto, representa un problema muy grave sobre todo en aquellos caeos en 

loe que bacterias multireeJ atentes a loe antimicrobianoe necesitan de 

tratadas lo m.§.e r.!ipido posible, como sucede en los pacientes con 

endocarditie y aquellos que astan inmunocomprometidoe. En este sentido 
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se han desarrollado mtitodoe mAe eficientes para determinar la 

sensibilidad de microorganismos a los quimioterapeúticoe
24 

I. PRUEBAS DE DIFUSION EN ACJAR
25 

t 

Loe primeros enaoJye>s que se realizaron para cuantificar la 

potencia antibacteriana de una substancia fueron realizados por 

Fleming en 1924, al evaluar la efectividad de diferentes antisépticos, 

y en 1929 estableció el principio de la prueba de susceptibilidad por 

difusión en agar al depositar el agente antibacteriano en un orificio 

ciltndrico hecho en el agar !• midiendo au potencia según el diAmetro 

del halo de inhibición del crecimiento del organismo. 

Comenzaron después a utilizarse diferentes métodos para 

medir la actividad de las eulfonamidae, penicilina otros 

antimicrobianoe1 infortunadamente, loo reeultadoo obtenidos no eran 

comparables entre diferenten laboratorios y muchae veces ni aun dentro 

del mismo laboratorio. 

En 1966, Bauer, Kirby, Shorria y Turk
26 

publicaron loe 

criterios unificadores de la prueba por difusión agar 

antibiograma y posteriormente otros expertoa 27 han establecido lao 

normas de las diversas técnicae usadas en la determinación de la 

susceptibilidad qua lee han dado mayor precisión y reproducibilidad. 

La técnica de difusión en agar, también conocida como la 

difusión en disco, antibiograma o ''Kirby-Bauer' • es la m.§e utilizada 

en loe laboratorioo de microbiología clínica, 
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Esta tlli:cnica. ea,_ en· esencia, el resultado de la interacci6n 

de tres elementoei el ·antibi6tico depositado en un reservorio, 

generalmente en un disco de. papel filtro; un microorganismo el cual 

serA inhibid0 o no por el_ antibi6tico y un medio sólido (agar) que 

servirá como 'aPoyo B.l crecimiento de la bacteria y de difusi6n del 

antibiótico. El comportamiento de estos tres elementos a su vez estará 

determinado por las condiciones de incubaci6n1 temperatura, 

concentración de bióxido de carbono y tiempo de incubación. 

Al depositar el disco con el antibiótico en el agar ya 

unifoi:-memente inoculado se eotabloco competencia entre el 

antibiótico que difunde a través del medio y el microorganismo que 

empieza a crecer. Si éste ea susceptible habrá. un halo de inhibición 

que se extenderA hasta un límite donde la concentración alcanzada por 

. el antibiótico en ese punto ('•concentración crítica••) ya que no serA 

suficiente para inhibir el crecimiento exponencial del organismo que 

en la periferia ha a~canza•Jo la ''maea critica•' necesaria para 

superar la concentración inhibitoria del antibiótico. Este fenómeno 

sucede dentro de un tiempo crítico, por lo que el diámetro de la zona 

de inhibición indicarA el grado de susceptibilidad del organismo al 

antibiótico cuando este queda como única variable del sistema. A mayor 

zona de inhibición mayor ooar.1 la susceptibilidad del organismo y, en 

consecuencia, la concentración neceoaria del antibiótico para inhibir 

su crecimiento serA menor~ 6 • 27 

El antibiograma puede ser utilizado solamente para loe 

organismos de crecimento rApido para loe que el número 6ptimo de 

bacterias se obtiene en 18 o 24 horas de incubación; ademAe, ciertos 

crganiemoe o antibióticos req•1ieren condiciones especialee 2~ 
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En las pruebas de susceptibilidad en dieco a pesar de ser 

tan compleja la relaci6n entre el antibi6tico, el medio de cultivo y 

los microorganiemoe pueden obtenerse resultados reproducibles y útiles 

mediante un estricto control de calidad. La mejor forma de hacerlos es 

seguir fielmente, paso a paso, la técnica tal como ha sido 

establecida¡ utilizar el material equipo adecuado, incluir 

organismos de sueceptibilidad conocida como control de caU.dad, medir 

correctamente los diámetros de las zonao de inhibición, intorpretarlas 

de nianera correcta y transcribirlas sin error. 

La falta de un estricto control de calidad puede ocasionar 

una o varias fallas más comunes que se cometen con esta técnica, como 

algunae de lae eiguientee 1 

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

utilizar medio caduco o mal preparado, no controlar eu 

pH. 

2. NO ajustar el inóculo. 

3, Utilizar un tubo de HcFarland inexacto como referencia 

de turbiedad. 

4, No exprimir el hisopo cargado con el in6culo y eu 

sembrado. 

5, Tiempo exceeivo entre la preparación del in6culo y su 

sembrado. 

6. Tiempo prolongado entre el sembrado del medio y la 

aplicación de los discos. 

7. Retardo en ln incubación después de la inoculación. 

B. Utilizar in6c:uloa mixtos. 
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II PRUEBAS DE-DILUCION
23

: 

Eete método consiste en preparar ün medio de cultivo liquido 

(caldo), en el cual ee adiciona el agente antimicrobiano a diversas 

·diluciones (de aqui que este método pueda eer empleado para determinar 

la mtnima concentraci6n inhibitoria), y la cepa en estudio, En esta 

técnica ee debe de realizar: una incubación de por lo monos 18 horas, 

al término de la cual se mide la turbidez que presentan los tubos 

problema en comparación con loe patronee ya preparados y un blanco con 

el cual se hace la calibración del fotómetro. Este método, da como 

resultado densidadeo ópticas que al ser previamente calibradas con el 

blanco y comparadas con el patron pueden indicar claramente si hay o 

no resistencia al antibiótico en la medida en que hay inhibición del 

, microorganismo, 

Una variación de este mismo método consiste en hacer la 

preparación de un medio de cultivo e6lido al que previamente se le 

adicion6 el antibiótico a una concentración conocida, poatoriormonte 

se inocula el miscroorganismo de prueba y ee observa su posible 

crecimiento. Se prepai::an placaa de diferentes diluciones del 

antibiótico cada placa para observar cual la mtnima 

concentraci6n inhibitoria. A este método ee le llama ''Mfitodo de 

dilución en agar•', 

El método de dilución en caldo puede modificarse de tal 

manera que se haga una microdl.luci6n del caldo en el que se inocula la 

cepa bacteriana comparandola con el tubo 0,5 de McFarland. 
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III. IHPBDANCIA
29

: 

Los métodos habituales de dLe.gn6stico para la determinación 

da susceptibilidad involucran un gran número de manipulaciones 

tllcnicae independientemente de un periodo de incubación de 24 horas. 

Las opciones de métodos automatizados ofrecen una reducción apreciable 

de errores técnicos además de un punto do vista más objetivo en la 

interpretación de los resultados, que pueden ser más exactos y, asi de 

esta manera, se incrementa la precioi6n de la prueba. Mediante eeta 

técnica se puede realizar un monitoreo continuo de los efectos que 

tiene el antibiótico sobre Bl crecimiento del microorganismo. 

El crecimiento bacteriano en loe 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 

6ptica30•
31 

El crecimiento también se puede medir indirectamente por 

medio de loe cambios de IMPEDANCIA ELECTRICA que se preDentan en el 

medio de crocimiento
32

•
33

•
34

• La IMPEDAHCIA ELECTRICA es una medida da 

la resistencia al flujo de la corriente eléctrica. Loe cambios de 

impedancia en el medio de crecimiento se presentan de forma paralela 

al crecimiento de la bacteria, considerando que se coloca una 

concentración bacteriana de 10
6 

organismos por ml. 

La medici6n de loe cambios de impedancia eléctrica ofrece 

ventajas potencialmente importantes: a) se puede realizar un monitoreo 

continuo de loe efectos del antibiotico sobre la bacteria1 b) los 

electrodos colocados en el interior de loe tubos de cultivo permiten 

medir de manera electrónica y continua loe cambios de impedancia sin 
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tener que hacer uso de fot6metros o movimientos mecánicos en las 

cubetas. Este sistema ha sido utilizado para medios de cultivo 

H.quidos mediante el método de dilución Bn caldo y los cambios de 

impedancia se siguen mediar:t.e el uso de una computadora. 

IV. COHDUCTANCIA
35

: 

Este método ha sido creado para estimar la mi.nima 

concentración inhibitoria (HIC), la m.tnima concentración bactericida 

(HCB) que normalmente necesitan de una incubación muy prolongada, por 

lo que esta técnica proporciona una reducci6n importante en el tiempo 

de incubación neceeario para establecer la sensibilidad al 

antibiótico. Se han utilizado una gran cantidad de métodos para 

establecer la inhbici6n del crecimiento de laB bacterias, tal es el 

caso de las mediciones turbidimétricas. Otros sistemas para la 

medición del crecimiento bacteriano son la microcalorimetrI.a
36

, 

radiometria
37

, aeI. como la bioluminiocencia
24

. 

Este sistema consiste comparar los patrones de 

conductividad eléctrica de un cultivo en el que no se ha colocado el 

antimicrobiano junto con la bacteria con otro al que conteniendo el 

organismo le adiciona el quimioterapeútico. Las dos curvas 

obtenidas se analizan para establecer la posible susceptibilidad del 

microorganismo, 



V. BIOLUHINISCBHCIA DE ATP
24

: 

La bloluminlscencla de la luciferin-luciferasa para el 

adenosintrlfosfato (Pt.TP} establece con exactitud la biomasa de 

bacteriae38 en el medio de cultivo. El ATP es requerido en la reacción 

de luciferin-luciferasa como un dador de energt.a que porporciona una 

luminoeidad que es di.rectamente proporcional a la cantidad de 

bacterias en el medio de cultivo. Este método ya ha eido reportado 

previamente por otros autores39•40• 

VOLTAHE'ntIA ClCLICA 41 1 En la reciente década, se han desarrollado 

varios métodos dinArnicos en electroqut.mica analt.ticar debido a esto, 

la voltametrt.a e.tell.ca estA adquiriendo mayor atenc1.6n. A su vez ha 

logrado superar en gran escala a la polarografí.a clAeica para tratar 

algunos problemas puramente analí.ticos. El mlltodo utiliza 

ampliamente en procesos de oxido-reducc1.6n en química orgAnica, en la 

inorglinica y en otras disciplinas. 

Para el desarrollo de este método se consideran dos 

proposiciones1 la primera se apoya los fundamentos matem§.ticoe y 

consecuencia ha sido posible obtener interpretación 

cuantitativa de las variantes del proceoo electroqutmico en función de 

su respuesta voltamétrica. Una eegunda considcraci6n que ha dado 

amplia popularidad al mátodo, consiste en emplear criterio 
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apropiado de tal manera que ein hacer uso de las matem&ticaa 

complicadas, ea posible obtener amplia informaci6n sobre las 

propiedades electroqulmicae de las espEiciee involucradas en el 

estudio. 

Las experienciao voltamétricae normalmente realizan 

utilizando un electrodo de trabajo estacionario en soluci6n ausente de 

agitación. Si el potencial de un electrodo que se encuentra sumergido 

una solución que contiene una especie oxidable ea hace crecer 

rápidamente desde valores muy negativoe1 observa una variaci6n de 

la corriente registrada sogún la curva de la P'ig. 6, 

Cuando el valor del potoncial es bajo, no hay reacción 

electroquímica apreciable y oe registra la corriente residual. Cuando 

se alcanza un potencial mayor, empieza la oxidación y la corriente 

. crece rlipidamente. La concentraci6n de la euetancia consumida en el 

electrodo disminuye mAe rApidamente que lo que ee puede compensar el 

transporte por difuei6n. 

La intensidad pasa entonces por un mlíximo y luego disminuye 

a partir del momento en el cual la difuei6n empieza a controlar la 

velocidad del proceso. 

J. 

-- ---- ___ J_ _ -- -------- ---

P'ig. 6 
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Si deepúes el potencial del pico se invierte bruscamente en 

el sentido del barri.do, es posible obtener un pico correspondiente a 

la reacción electroquimica inveroa. Si esto ocurre, la suetancia 

producida en el electrodo en la primera parte de la operación no ha 

tenido tiempo de difundiroe1 se encuentra todavia en la cercan.ta del 

electrodo y puede .oer reducida a ou vez (fig'. 7), 

+i 

Fi.g 7 .- VC pare un proceso 
reversible. Epa, Epc: po-· 
tenc f al del pico anodlco 
V catodlco respectivamente 
lpa, lpc: corriente del Of-------'-~-+-+-~i~& ___ _ 
pico anodlco y catodlco. 
E&, i& 1 potencial e In·· 
tensldad de lnterrupcfon, 

V 

-i Epc 

En la vol.tam~tr1a ciclica el transporte de masa de la 

especie electroactiva es por difusión. Para evitar la corriente de .la 

migración y reafirmar la conductividad, se adiciona a la eoluci6n 

electroJ_ito soporte en una concentración ca 0.1 M •• Para tal efecto, 

loe metales alcalinoo y especialmente las salee de tetralqullamonio 

han resultado lae m§.s eficientes; ae.t, salee el 

tetrafluoroborato de tetraetilén amonio el 

hexafluorofoefato de tetra-n-butil amonio [ ( TBA) PF
6

] que se 

caracterizan por eue altee voltajec de descomposición, se utilizan 

actualmente para tal efecto en presencia de dieolventee apróticos. 

La concentración de la sustancia electroactiva, normalmente 

-3 -s encuentra entre 10 y 10 M. 
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La preparación óptima de la muestra, la eoluci6n 

electrol!tica y las mediciones en la celda son esenciales para obtener 

buenos resultados. Las impurezas aCin en trazas, pueden interferir en 

la cuantitatividad de los voltagramas ctclicos. 

Loa requisitos para el uno de los disolventes apr6ticos son 

muchos y muy riguroeoe, tales como la purificación del disolvente y la 

preparación de la muestra¡ el problema reside en remover las impurezas 

pr6ticae (principalmente el agua), 



PARTE EXPERIMENTAL J 
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PARTE EXPERIMENTAL 

E•tudio fitoqulmico: El punto de fuai6n se determin6 en un 

aparato Fisher-Jones y no está corregido. La espectrofotometria de 

absorción en el infrarroju (IR) se obtuvo en un eepectrofot6metro 

Porkin Elmer modelo 283 utllhando la técnica de pastilla (KDr). El 

espectro de masas fue determinado en un eepectr6metro SHIHADZU 

GCHS-QP2000A, mediante la técnica de impacto electr6nico a 70 eV y 

250 ºe en la cámara de ionización. Los espectros de resonancia 

magnética nuclear fueron ge.1eradoe espoctrofot6metro VARIAN 

FT-200. Loe desplazamientos quimicos (t;) estAn dados en ppm, y están 

referidoe al tetramotileilano (TMS) como referencia interna. Para 

indicar los patrones de acoplamiento se usan las siguientes 

abreviaturas: e "" señal simple, d "" señal doble, t • sei\al triple, q • 

señal cuádruple, ea "' señal simple ancha, dd .. eei\al doble de doble, 

ddd "" aei"ial doble de dobll de doble, ame "" eei"ial multiple compleja, 

s/ep = señal sobrepuesta con¡ y las constantes de acoplamiento (J) 

astan dadas on Hertz. La separación del metabolito secundario fue 

llevada a cabo por cromatografia en capa fina (CCF) utilizando como 

reveladores: disolución de sulfato cérico al 1 \ en ácido eulfO:rico 2 

N, vapores de yodo y luz visible. La cromatografia en columna (CC), se 

realizó con gel de sUice tamaño de partícula de 0.2-0.5 millmetros 

(35-70 mallas), utilizando como eluyente un gradiente del sistema 

n-hexano/AcOEt. Voltampsrometria cíclica1 Se empleó un Potencioetato 

Pare 173, lae condicionee genera lee de trabajo fueron: 

Tetrafluoroborato de tetraetilenamónio como electrólito, el disolvente 
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y Platino como electrodo de trabajo. Pruebas microbiológicast Las 

pruebas consistieron en determinar la euaceptibilidad de las bacterias 

Escherichia coli ATCC 10563, Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y 

Staphylococcus aureus ATCC 25923; utilizandose para tal efecto el agar 

de Mueller-Hinton medio de difusión de loe eeneidiscos 

impregnados con el producto natural previamente disuelto en n-hexano. 

En termines generales en el Esquema 2 se describe el diagrama de flujo 

de la parte experimental. 



COLECCION 

( Arcos del sitio, TepotzotlA.n Estado de México, Octubre de 1990 ) 

IDENTIP'ICACION 

Biologo Francisco Ramos 

(Instituto de Biologia de la UNAM) 

1 
RAIZ SECA 

1 
RAIZ MOLIDA 

(160 g.) 

EXTRACTO n-HEXANICO 

AISLAMIENTO DEL PRODUCTO NATURAL (PN) 

(Cromatografía en columna) 

IOENTIFICACION DEL PN COMO HORMIUOUA 

(RMN H
1

, RMN c
13

, IR, EMIE) 

ESTUDIO ELECTROQUIMICO ESTUDIO HICROBIOLOGICO 

ESQUEMA 2 • DIAGRAMA :IE FLUJO SOBRE EL TRABAJO EXPERIMENTAL 

27 
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MATERIAL VEGETAL1 La raiz de Salvia reptans Jacq. fue 

recolectada en el mes de octubre de 1990 en Arcoe del Sitio, 

TepotzotlAn, Estado de México, un eepecimeii Voucher (FESC-RE 21) 

depoei.t6 en el Herbario Nacional del Instituto de Biología de la 

Universidad Nacional Aut6noma de México. 

EXTRACCION, SEPARACION E IDENTIFICACIONs La raiz (180 g) de 

Salvia reptans, previamente secada y molida, fue tratada con n-hexano 

a temperatura ambiente. El extracto hexánieo fue concentrado a presión 

reducida y cromatografiado en columna sobre gel de eilice, la fracción 

eluida n-hexano/AcOC:t ( 91 l) proporcionó un sólido que 

recrietalizado de n-hexano proporcionó 1.55 g. (0.861 \) de un 

producto cristalino amarillo: p.f, 198-199 ºe, anAlieie elemental 

(calculado) c20"2sºt.' 72.3 ' e, B.4 ' "· 19.3 ' o 1 RMN u' (300 MHz, 

CDC1
3 
-TMS) z j PP'IH 4. 7 ¡m, H-7¡3), 3.18 ¡m, H-15), 3.05 (ea, º2º' 

7-0H), 2. 70 (dddd, H-1) 1 1.95 ¡d, H-6<><)' 1.25 (d, Me-16, 17), 1.25 

(ss/sp, Me-20), 0.98 (s, He-18), o.90 (e, Me-19)1 RMN c
13 

{75.5 

MHz, CDC1
3

)1 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)1 EMIE. (70 eV), m/z (\ 

ab. rel.); 332 (48.8) M+, 317 (12) [H-15)+, 314 (28) [H-H
2
0J+, 299 

(38) [M-15-18]+,43 {100) c3H~+. 
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VOLTAMPEROMETRIA CICLICAl En una celda electroU.tica de 

aproximadamente 100 mL de capacidad se colocaron 25 ml. de una 

disoluci6n 1 mM de horminona en HeCN anhidro (P
2
o

5
)1 a ésta se le 

adicionaron otroo 25 ml. de tetrafluoroborato de tetraetilénam6nio 0.2 

M en HeCN anhidro. La mezcla anterior previa homogenizaci6n, se 

sometió a proceso de VC (0/-1500/0/+1500/0 mV) a diferentes 

velocidades de barrido (JO, 60 y 120 mv/s), El electrodo de trabajo 

utilizado fue de lámina de Pt, como electrodo de referencia ee empleó 

Ag/AgNo3 y un tercer electrodo de Pt como auxiliar o contraelectrodo. 

De esta ve destaca un potencial de reducción ca -1.2 mv {Fig. 8) 

congruente para sistemas quinoidaloe análogoe42 , en la Fig. 9 a-b 

se puede observar la estructura quimica tanto de la Perezona como de 

la Horminona. 
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Fig. aa. - Estructura química de la Horminona 

Fig. Bb. - Estructura quimica de la Pe re zona 

30 

8b 

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD A LA HORMINONAiLa Borminona (B.10 

mg.) purificada mediante trea recrietalizacionee con n-hexano fue 

inicialmente disuelta en l ml. de n-hexano grado eepectroac6pico. Con 

esta disolución realizaron pruebas preliminares consistentes en 

impregnar discos de papel filtro (Whatman Cat. 1002 125) de 0.5 mm de 

diámetro con 10 Al de la dieoluci6n anterior. Una vez secos, loe 

discos se colocaron en placa de agar Mueller Hinton (BIOXON) en donde 

previamente se inocularon con hioopo las cepas de: Escherichia coli 

ATCC 10536, Pseudomona aaruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. Después de 24 horas de incubación a 37 ºe se 

efectu6 la lectura de la inhibición en la periferia de loa discos. 
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En las pruebas preliminares sólo la cepa de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 denotó susceptibilidad a la Borminona. Los di6metroe 

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

Tabla 4. Promedio de loe dl..límetroe de inhibición en 
las pruebas preliminares. 

Microorganismo Promedio de los diámotroe 
do inhibición. (mm) 

St:aphylococcus aureus B.46 

Escherichln coli 

Pseudomona aeruginosa 

Posteriormente a la prueba preliminar en disco, S, s.ureus la 

bacteria que resultó, sensible nl producto natural se sometió a una 

serie de evaluaciones (Mediante la técnica de
0 

disco) con diversas 

diluciones de Hor=:inona/n-hexano (8.10 mg/ml.}, coto.o diluciones 

fueron1 1:10, 1:100, 111000 y por último 11100001 (on cada disco se 

colocaron 10 JJ.l de cada dilución). Al encontrar la dilución mi.nima 

(lilO) capá.z de inhibir ol crecimiento de las bacterias se hicieron 

otras diluciones intermedias para establecer con cierto margen de 

exactitud la dilución qua todavi.a puede impedir el desarrollo del 

microorganismo. En eete sentido, se realizaron diluciones menorea a 

1110, ya que ésta result6 aer la última en la que el microorganismo 

fue inhibido ligeramente. 



32 

En la Tabla 5 se resumen los resultados obtenidos con 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, única cepa no resistente a la acci6n 

de la Borai.nooa. 

Tabla 5. Resultados promedio de los di6me-
tros de inhibici6n para las diversas caneen 
tracionee de Horminona. 

Concentrac i6n 
(mg./ml) 

4.350 

2.175 

1.450 

1.080 

0.870 

Promedio de loe diáme
tros de inhlbici6n (mm} 

9.25 

B.02 

a.01 

6.10 

A CADA UNO DE LOS DISCOS EMPLEADOS EN LAS 

PRUEBAS SE LES ADICIONARON 3 ,<il DE LA DI• 
LUCION CORRESPONDIENTE. 



1 DISCUSION 
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DISCUSION 

Del extracto n-hoxAnico de la raiz de s. reptans sometido a 

ce {Sio
2 

n-hexano/AcOEtJ 91 l) se aislaron l. 55 q de un producto 

cristalino de color amarillo, el cual se identificó como Horminona 

(P'i.g. 2), producto natural ya conocido
6

: la identificaci6n ee 

efectu6 por correlación de los datos fieicoe y eepectrosc6picoe 

obtenidos en el presente trabajo de tesis con respecto a loe 

reportados en la literatura química (vide supra). su punto de fusión 

resultó ser de 198-199 ºe (174 ºe Lit); por otro lado el metabolito 

secundario en su espectro de RHN H1 a JOO MHz presentó: En 4. 7 ppm una 

serial multiple que integra para un protón la que base a 

desplazamiento químico sugiero que sea un protón baae de oxigeno, el 

cual se asigna al H-7 , en 3 .18 ppm aparece una oeñal heptuple que 

integra para un e6lo prt'lt6n part~cularmente H-15, base tí.pica de el 

metino alilico del isopropilo, notmiemo en el espectro se ve una eei'\al 

e imple ancha en aproximadamente 3. 05 ppm, la que intercambia con o
2
o, 

ésta, inequivocainente corresponde al protón del oxhidrilo en C-7, por 

otro lado, también aparece una señal dddd centrada en aproximadamente 

2.70 ppm la cual integra para dos protoneo aaignandoac ésta a H-1, de 

igual manera la región de 1.4-2.1 ppm destacan un conjunto de 

señales que atribuyen a loe protones H-2, H-3, H-4 y H-6, 

finalmente, en la regi6n de loe metilos se presenta una señal doble 

que integra para 6 protones la cual eatA centrada en 1.25 ppm y dos 
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señales simples en 0.98 y 0.90 ppm que integran para tres protones, 

dichas señales se asignan a loe metilos en 16, 17, 18 y 19, es 

conveniente mencionar que la señal oimPle que corresponde a loe 

protones del Me-20 est.§. sobrepuesta con la señal doble en 1. 25 ppm; en 

lo concerniente con la RMN de c 13 normal y eu vereión APT se presentan 

la región de loo carboniloo dos señales, la primera a 189 ppm que 

corresponde a C-14, y la segunda a 184 ppm que sin lugar a dudas 

corresponde al carbonilo en C-11, a continuacl6n en 151 ppm se observa 

una eeñal do Csp
2 

(par) que corresponde a c-12, en 147.5 ppm se 

obtiene una señal que tipicamente describe un Cepz (par) asignada a 

C-9, otro de loo Cep
2 

en C-8 se identifica 

par en 143 ppm, t"!mbién en 124 .1 ppm 

claridad por la sei\al 

presenta otra sei\al 

correspondiente a Cap
2 

(par) en C-13, a continuación 63.l ppm se 

. manifiesta una sei\al correspondiente a un carbono r.ietlnico (non) 

desiganada para C-7 base de oxhldrilo, tambil!n eo observa una eei\al en 

en 45. 7 ppm dada para un carbono non correspondiente a C-5, en lo que 

respecta a la asignación de C-15 oc obtiene una eei\al en 24, O ppm 

atribuida a un carbono mlltinico, por último, so deecribc un conjunto 

de sei\alee 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 'i c-20 (nones) respectivamente¡ 

finalmente el espectro de masas (EMIE 70 eV) también correlaciona 

perfectamente el previamente reportado, ya que aparece el ion 

molecular en 332, posteriormente se manifiestan picos m/z 317, m/z 

314, y m/z 299 aeignadoe a perdidas (M-Me]+, [M-H
2
0]+ y [M-Me-H

2
0]+ 

respectivamente. 
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De la voltamperometrla ctclica de la Horminona realizada bajo 

las condiciones de trabajo previamente descritas en la parte 

experimental, se generó un voltamograma en el cual resalta la 

presencia. de un potencial de inedia onda a -1.2 mv, esto, ea indicativo 

de que la molécula en estudio posee propiedades redox. 

Al realizar una minUcioea revisión bibliogrAfica pudimos 

percatarnos que una molécula de estructura an1iloga, la Perezona 
42 

(Pig Bb) presenta un patrón oxidoreductor muy similar al do la 

Hormlnona (Fig. 10 a-b). 

En consecuencia ¡•cr correlación, se puede afirmar que el 

acoplamiento rodox de la hormlnona esta dado principalmente por la 

funcionalidad qulnoide de la molécula. 



36 

J. 
o.B 

V 

Fig~ 9Á Voltamograma-cíc-ll.co de HorrR~nona 
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Fig. 9b Comportamiento voltamétricc de Parezona 1 mM (vide supra) 
medido con un electrodo de platino en presencia de 6.cido benzoico 0.01 
M y TEAP 0.1 M en acetonitrilo, determinado a diferentes 
velccidadeo de barrido: a) 20, b) 60 y e) 120 mV/e. 
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Por otro lado, la Horminona fue empleada para realizar un 

estudio microbiológico mediante el método de difusión en agar, técnica 

seleccionada entre otros mtiitodoe como el de. dilución en caldo dado que 

este último requiere de una euBtancia de prueba que eoa soluble en 

agua, mientras que la horminona ea insoluble en agua y aun en buffer 

de NaHC0
3

/Na
2
co

3 
de pH 9. 3, 

Inicialmente se hizo una prueba preliminar con el objeto de 

determinar cual de las cepas en estudio ( s. aureus, P. aeruginosa y 

B. coli ) es eeneible a la Horrninona, observandoee eu actividad 

bactericida o bacterioetAtica solamente sobre Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 a una concentr&ci6n de 8.7 mg/ml (8.46 mm de diametro de 

inhibición). 

Posteriormente se procedió a diluir en forma logarltmica 

(1110, 1:100, 111000, y 1110000) la disolución inicial (B.7 mg/ml) 

·para encontrar la "Minima concentración" que todavla inhibe el 

crecimiento bacteriano, por lo que se determinó que a una dilución 

menor a 1: 10 oe presenta una eacaaa inhibición del crecimiento del 

microorganismo. En base a lo descrito previamente, se hicieron 

dilucionee intermedias entre 112 y 1:8, estableciendo con mejor 

exactitud que la "Mlnima Concentración Inhibitoria" ea de 1.080 mg/ml 

la cual generó un diAmetro de inhibición promedio de 6.10 mm. 

Al continuar la revisión bibliogrAfica nos percatarmoe de que 

la Horminona poaee cierta oimilitud estructural las 

tetraciclinas 
43 

(Fig. 9) y por conoiguiente su actividad bactericida es 

anAloga. 
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Pig 10 a-b.- Relación estructural entre la Horminona y las 
Tetraciclinas respectivamente. La porción sombreada en 
las tetraciclinaa indica loe 9(~Pºª fucionalee en loe 
que se basa eu actividad biológica. 
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t.ae tetraciclinas son antimicrobianoe de amplio eepectro
23 

debido a las propiedades quI.micao que le confiere su estructura, 

mientras que la Horminona se podr1.a considerar como una sustancia de 

espectro reducido ya que su actividad bactericida es muy 11.mitada. 



CONCLUSIONES 
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CONCLUSIONES 

1.- ·Se hizo ei--;~B~~di~ -f-it0qu-1mico de la-e raic~s ,-de Salv1B. 

reptans1 estudio no descrito con anterioridad la 

literatura qu1mica. 

2. - Del extracto n-hexAnico de s. repeans se aie16 Horminona, 

una diterpenquinona con eequeloto do nbietano. Esta ha sido 

aislada previamente de otros eepecimenes. 

3.- El Producto Natural so identific6 por corrolaci6n de sus 

datos eepectroecópicoe (RMN H1, RMN c
13 

y EHIE) con loe 

reportados en la literatura. 

4.- Se reporta ol voltnmograma ciclico de Horminona, 

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

5.- Se detormin6 una acción bactericida limitada, puesto que 

la única cepa sensible a la acción de la Horminona 

Staphylococcus aureus ATCC 25932, la cual preoent6 

diámetro de inhibici6n de 1.080 mg/ml. 



TABLAS Y ESPECTROS 
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Correlación de RMN e" noriiial y verai6n APT para 
la Borminona. 

Sei'ial Literatura • s. rept:ans 
( (ppm) j (ppm¡ 

APT 

c-1 35.7 35.0 Par 

c-2 18.8 18.8 Par 

C-3 41.0 41.1 Par 

C-4 39.l 39.0 Par 

c-5 45.7 Non 

c-s 25. 7 Par 

c-1 ,03;1 Non 

c-0 Par 
... ,,., 

C-9 Par 

c-10 33.2 Non 

c-11 184.1 Par 

c-12 151.1 151.0 Par 

C-13 124.1 124.1 Par 

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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Correlación de RMN B 
1 para la Horminona 

Literatura 6 s. reptans 
serial N 

J' (ppm) J' (ppm) 

H-l ddd 2.69 2. 70 

H-2 l. 72 

H-3 l. 5-1. 7 

H-6 d l.96 1.95 

H-7 d 4.73 4.70 

H-7-0H 3.04 - J.05 

H-5 l.55 

H-15 m 3.16 3.18 

He-16 d l.21 1.25 

He-17 l.22 1.25 

Me-18 0.98 0.98 

Me-19 0.90 0.90 

Me-20 1.22 1.25 

M.- Multiplicidad 
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