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Capitulo 1

Introduccion

Durante siglos el Hombre ha utilizado una gran variedad de productos naturales
para eif tratamiento de sus enfermedades. La medicina tradicional, gue predominé hasta
antes del sigle XIX, aun continta teniendo un fuerte impacto en e mundo actual.

Dentro de los productos naturales empleados, las plantas ocupan un lugar muy
importante, Por ejemplo, en México se utilizan cerca de 3200 especies de plantas para el
alivio de una gran diversidad de malestares y dolencias.

Debide a que muchos de los extractos y remedios usados en la medicina
tradicional han mostrado efectos positivos eh el tratamiento de enfermedades, se han
estudiado las fuentes naturales y se han aislado farmacos especificos que son utilizados
en la medicina convencional. Por ejemplo, de exiractos de plantas empleados por los
indios que habitaban en el territorio de 1o que hoy es Estados Unidos se aislaron ciento
setenta farmacos que son o que fueron oficiales en la Farmacopea de Estados Unidos o
en el Formularic Nacional de ese pals. £n un caiculo muy generalizado se estima que la
cuarta parte de los farmacos prescritos en paises desarrollados contienen principios
activos extraidos de plantas.’ Aunque en la actualidad la mayoria de los farmacos son de
origen sintético gracias al enorme progreso que ha tenido la quimica organica desde
finales del siglo pasado, es comin que sustancias tales como antibibticos, vitaminas y

hormonas sean obtenidas por la purificacién de los extractos de origen natural

' Cfr. Korolkovas. Andrejus, Essentials of Madicinal Chemstry. Second edition. Wiley-Interscience, New York,
1988. p. 65.
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y posterior aislamiento y caracterizacién de los principios activos.®

Nuestro planeta cuenta con aproximadamente 600,000 especies vegetales (de
250,000 a 500,000 son plantas superiores). Sin embargo, pese a la gran importancia que
han tenido las plantas en la obtencién de nuevos farmacos, menos de! 10% han sido
quimica y farmacolégicamente estudiadas. De los estudios que hasta ahora se han
realizado, la QOrganizacion Mundial de fa Saiud estima que a nivel mundial partes de
aproximadamente 20,000 plantas spn ufilizadas en ia medicina tradicicnal y/o en la
industria farmacéutica v que 228 de estas plantas contienen con toda seguridad principios
activos gue estan slendo investigados.®

Un grupo de plamtas superiores a las que se les han atribuido propiedades
bactericidas y antitumorales entre ofras, y que por este motive se han usado desde
tiempos remotos en ia medicina tradicional, pertenecen al género Salvia.* Este género es
uno de los 224 géneros de fa familia Lamiaceae y comprende 900 especies ampliamente
distribuidas por todo el mundo. En México hay 312 especies de fas cuales 88% son
endémicas.®

Mediante estudios fitoguimicos que se han realizado de diferentes especies de
Salvia se ha encontrado que fa composicidn quimica de las paries aéreas implica
diterpencs, triterpenos, esteroles, flavonoides y compuestos fendlicos. Por ofra parte, la
presencia de diterpenos de tipo abietano en las rafces se considera una caracteristica
quimiotaxondmica de ias plantas del género Salvia (cominmente Hamadas “salvias”)

hasta ahora estudiadas.®

2 Hasta 1930 los farmacos fueron predominantemente de ongen natural incluyendo plantas, animales y
mingrales.

* Cfr. Korolkovas, Andrejus. Ob. cit. p 65.

* Cfr, Rodriguer-Hahn, L. gt al. Diterpenos abietanicos de saivias mexicanas. Rev Latincamer. Quim. 20,
18889). p. 105.

L Cfr. Ramamoorthy, T.P. and Efliot, M. Mexican Lamiaceae: Evolution, distribution and endermism. In
Ramamoorthy, T.P.. Bye, R.. Lat. A. v Fa, J. (aditors) Biclogical Divarsity of Mexico: Origins and Distribution.
Oxford University Prass, New York. 1983, pp. 520 y 521,

® Cir, Rodriguez-Hahn, L. et al. Ob. ¢it. p. 105.
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Ademas de los usos medicinales que se les da a las salvias se ha observado que
varias especies son resistentes al ataque de insectos, herbivoros y hongos e inhiben el
crecimiento de otras plantas a su alrededor. Una explicacion a estas observaciones es
que las plantas producen metabolitos secundarios con actividad biolagica y que son los
responsables de este mecanismo de defensa. Esta hipdtesis, aunada a los usos
medicinales, ha conducido a estudios sobre las actividades biolégicas tanto de los
extractos como de metabolitos secundarios aislados de estas plantas.”

Aungue el estudio de las salvias comenzoé a principios de siglo, aproximadamente
s6lo un B% del género ha sido cubierto. Asi misme, la evaluacion de fa aciividad biclégica
de los constituyentes esta muy limitada.®

Los estudios que se han realizado de extractos de salvias han revelado que
muesiran una gran variedad de actividad biolégica. Son cuatro las especies que han
probado ser activas contra bacterias: Salvia aegyptiaca, S. fanigera, 5. movrcroftiana y S.
officinalis. De estas especies S. lanigera y S. moorcroftiana tienen un alto contenido de
diterpenos de tipc abietatrieno.”

La evaluacién de la actividad antibacteriana de diterpenos aislados de salvias
comenzé en Espafia en 1989."° Desde entones, diversos grupos de investigacion en
varias partes del mundo han venido haciendo estudios in vifro de diterpenos para
determinar este tipo de actividad. De 59 diterpenos evaluados, 33 han mostrado cierta
actividad antibacteriana.

De esta forma, las propiedades antbacterianas atribuidas a las salvias en la

7 Cfr. Esquivel, R. B. ot al. Recent advances in phytochemistry and biological activity of mexican Labiatae
Rev. Latincamer Quim. 24, (1996}, p. 7.

® Cfr. Esquivel, R. B. Estudio quimiotaxonémice de la seccion fulgentes del género Salvia. Tesis de maestrla
UNAM. 1986 p. 8

¥ cir. Gonzdiez, A. G et al. A first study of antibacterial actwity of diterpenes isolated from some Salve
sfec‘res (Lamiaceae). Biochemical Systematics and Ecology 17, (1989). p 293.

G, Loc. o,



Introduccion

medicinal tradicional, las observaciones de campo v los resultados hasta ahora obtenidos
en la evaluacion sistematica de la actividad antibacteriana tanto de los extractos como de
los diterpenos aislados de salvias parecen indicar que estas especies son una fuente
potencial de agentes antibacterianos.

Debido a que la blsqueda de nuevos antibidticos es una de las necesidades
primordiales en el mundo actual y a la fuerte evidencia que se tiene de que en las salvias
hay diterpenos con propiedades antibacterianas, en esta investigacion se determinara la
actividad antibacteriana de cuatro diterpenos aislados de salvias mexicanas. En hase a
los resultados obtenidos se plantearan modificaciones quimicas a los compuestos gue
resuitaren mas activos con la finalidad de proponer compuestos que pudieran llegar a

tener uso ferapéutico.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Antimicrobianos.
2.1.1. Definicién.

Los términos antimicrobiano y antibidtico' se aplican a aquellas sustancias
quimicas que, en bajas concentraciones, pueden interferir con el crecimiento y
metabolismo de los microorganismos.”

Segin los microorganismos sobre los que actlan, los antimicrobianos se clasifican

en antibacterianos; antifilngicos, antihelminticos, antiprotozoarios y antiviricos.

2.1.2. Antimicrobianos como agentes quimioterapéuticos.
Los antimicrobianos que se utilizan especificamente para el tratamiento de
enfermedades infecciosas se denominan agentes quimioterapéuticos. La propiedad

principal que debe tener un antimicrobiano para que tenga uso terapéutico es que debe

' La palabra antibiético, que en griego significa “contra la vida”, fue acuiada por Paul Vuillemun en 1889. En
1842, Waksman definié a los anthidticos como “substancias producidas por microorganismos que tienen Ja
capacidad de inhibir el crecimiento y adn de destruir a otros microcrganismos”. Cince afios después Benedict
y Langlykke definieron antibidtico como “un compuesto quimico derivado o producido por un organismo vive,
que es capaz, en concentraciones pequerias, de inhibir el proceso de wida de microcrgamismos.” De acuerdo
a la definicidn de Benedict y Langlykke, la fuente de obtencién de los antibidticos no son sclamente los
microorganismos sino los organismos vives en general incluyendo plantas supefiores y animales
Considerando los miles de andlogos estructurales de los antibidticos presentes en |a naturaleza que se han
sintetizado y que han mostrade utlidad quimioterapéutica, estos compuestos sintéticos también se incluyen
dentro de la categoria de antibiéticos. En este contexto, antibiético puede defimrse como una sustancia
quimica especifica dervada o producida por organismos vivos asi como sus analogos estructurales
obtenidos por sintesis, capaz de inhibir, a bajas concentraciones, procesos vitales de una o mas especies de
microorganismos (cfr. Korolkovas, Andrejus. Essentials of Medicinal Chemistry. Second edition. Wilay-
Interscience, New York, 1988, p. 750).

% Cfr. Korotkovas, Andrejus. Ob. it p. 750 y Pelzcar, Michael J. Jr. Microbiology Fifth edition McGraw-Hill,
New York, 1986. p. 490,
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mestrar toxicidad selectiva sobre el microorganismo parésito, esto es, que debe dafiar al

microorganismo invasor sin causar dafo al organismo huésped.® * La falta de esta

propiedad hace que muchos antimicrobianos queden sin aplicacion terapéutica. De

hecho, de los mds de 6000 antimicrobianos reportados en la literatura solamente de 300 a

400 tienen uso practico en medicina porque, entre otras razones, fa mayoria de los

antimicrobianos carecen de toxicidad selectiva o no tienen ninguna ventaja sobre los ya

conocidos.®
Otras cualidades que debe poseer un antimicrobiano para gue se considere un
agente quimicterapéutico son:

* No debe producir en el huésped efectos secundarios indeseables tales como alergias,
alteraciones nerviosas, irritaciones, etc.

= No deberia causar el desarrolio de formas resistentes al antimicrobiano o, al menos,
que no lo hicieran con facilidad.

+ No debe e!iminar la flora microbiana normal de los tractos intestinal, respiratorio y
vaginal del hospedador. La aiteracion de la flora puede provecar gue microorganismos
cominmente no patégenos o patégenos restringidos por el equilibrio normal se
desarrollen en forma desmedida producienda una nueva infeccion ({superinfeccién).

» Debe tener una farmacocinética adecuada, esto es, que la absorcién, distribucién,
bictransformacion y excrecion del antimicrobiano en el huésped se conjuguen para gue

ejerza su efecto,

® Cfr. Korolkovas, Andrejus y Burckhalter, J H. Compendio Esencial de Quimica Famacéutica. Version
espaficla de Ricarde Granados Jarque y Juan Bosch Cartes. Reverts, Barcelona, 1078 p. 469.

Los antimicrobianos se clasifican en desinfectantss, antispticos y agentes quirnioterapéuticos. Un
desinfactante se emplea para matar las células vegetativas pero no necesariamente las formas esporuladas
de los patogenos. El términe se aplica comanmente a sustancias usadas sobre objetos inanimados. Un
antiséptico también se emplea para combatir infecciones. Este término se emplea para designar a aqueltos
agentes usados sobre la piel (cfr. Spooner, 0. F. y Sykes, G. Laboratory Assessment of Antibacteral Activity.
In Ribbons, Norris (editor) Mathods in Microbiology. Academic Preas, New York, 1972. Vol. 7B. pp. 211 y
212).

% Ctr. Korolkovas, Andrejus. Ob. cit. p. 750.
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Es muy dificil que un solo agente quimioterapéutico re(na todas estas
caracteristicas. Es por ello que se emplean combinaciones de ellos para el tratamiento de

una infeccion.®

2.1.3. Historia.

La historia de los antimicrobianos puede revisarse desde dos perspectivas. Una de
ellas es simplemente la cronologia de los avances mas scbresailentes (Tabla 2.1) y a
otra, derivada de la primera, es el andlisis de las etapas que se han presentado en la
investigacion de los antimicrobianos {(Tabla 2.2). La segunda perspectiva es més
interesante porque agrupa a las investigaciones particulares en estrategias generales que
se han desarrollado para el estudio de estas sustancias. Tal como se indica, varias de
estas estrategias contindan vigentes.

De la Tabla 2.1 se resaitan dos aspectos interesantes. Uno de eillos es que la gran
cantidad de avances que ocurrieron durante el periodo de 1940 a 1959 le dieron a esta
etapa el nombre de “época de oro del descubrimiento de los antibiéticos™. Esta época de
oro se debid a fa conjuncién de los conocimientos y las técnicas experimentales que se
fueron acumulando con los usos terapéuticos importanies de fas penicilinas y de la
estreptomicina. Ei otro aspecto es que, aunque en la década siguiente (1960-1970) hubo
una disminucion en el aisiamiento de nuevos antimicrobianos, las modificaciones a las
moléculas de los antimicrobianos conocidos para la produccion de ofros agentes
quimioterapéuticos fueron exitosas teniéndose asi, por ejemplo, penicilinas

semisintéicas, cefalosporinas, rifamicinas y tetraciclinas.

% Tortora, Gerard ., Funke, Berdell, R, y Case, Chastine L. Infroduccién 8 la Microbiologla. Tercera edicion.
Traduccidn de Rafael Rotger Anglada. Acribia, Zaragoza, 1993, p. 479,
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Tabla 2.1 Cronologia de los primeros antimicrobianos.

Afio Suceso

1877° Pasteur y Joubert sefialan que un cultivo liquido de bacterias aerobias inhibian el
crecimiento de B. anthracis.

1924  Gratia y Dath aislan la actinemiceting

1929  Fleming observa la inhibicion de Staphylococcus aureus por Penicillium notatum.
Florey y Chain aislan la bencilpenicilina de Peniciilium notatum.

1939  Dubos aista de una cepa de BacHlus brevis 1o que & llamé tirotricina (gramicidina y
firocidina).

1940  Waksman aisia la actinomicina.

1942  Waksman aisla la estreptofricina.

1943 Johnson y Meleney aislan la bacitricina de Bacillus subtilis.
Waksman aisla la estreptomnicina.

1947 Burkholder aista el cloranfenicol de Strepfomyces venezuelae.
Duggar et al. aislan la clorotetraciclina.

1949  Waksman aisla la neomicina.

1950  Finlay et al. aislan la oxitetraciclina,

1951  Szabo ef al. sintefiza la penicilina G benzatina.

1652  McGuire ef al. aislan la eritromicina de Streptomyces erythraeus.
Newton y Abraham aislan [a cefalosporina C.

1953  Boothe et al. aislan fa tetraciclina.
Brand! et &l. sintetizan la penicilina V.

1054 Sobin ef al, aislan la oleandomicina.
Ruskin sintetiza la penicilina G procaina.
Umezawa aisla la kanamicina de Streptomyces kanamyceticus.

1957  Sheehan y Henery-Logan realizan en forma racional la primera s(ntesis total de una

penicilina natural con rendimiento apreciable y del acido 8-aminapenicilanico.

4 Siglos antes de nuestra era ya se ufilizaban con frecuencia mohos que ahora se sabe
contienen antibiblicos. Sin embargoe, el fenémens de la antibiosis se estudid cientificamente
después que Pasteur diera fas bases de la bactericlogia
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Tabla 2.1 Cronologia de los primeros antimicrobianos (continuacion).

Ao Suceso
Coffey aisla la paromomicina. Sensi aisla rifamicinas,
1958  En los laboratorios Beecham se aisla €l acido 6-aminopenicilanico de mohos de
P.chrysogenum.
Godtfredsen y asociados aisian el acido fusidico. Herr et al. aisian la capreomicina.
1961 Mason et al, aislan la espectinomicina.
Dovle ef al. sintetizan la ampicilina y meticilina.
Mason ef al. aislan la incomicina. Chauvette of &l. sintetizan la cefalotina.
1962  Nayler et al. sintetizan la cloxacilina.
Wittenau ef al. sintetizan fa doxiciclina.
1963  Luedemann y Weinstein aislan la gentamicina de Micromonospora purpureae.
1967  Stark ef al. aislan la tobramicina.
1969  Hendilin ef al. aislan la fosforicina.
1970  Weinstein ot al. aislan la sisomicina.

Tabla 2.2 Las seis fases de la historia de los antimicrobianos.

Etapa Periodo Caracteristicas

Estudio cientifico de los microorganismos y sus refaciones mutuas.
De este estutho se obtuvo que algunos de estos microorganismos

1 1877-1930  prodycian sustancias quimicas que inhibian especificamente el
crecirniento de varias bacterias patégenas.

5 1930-1544 Confirmacidn exitosa de que una de estas substancias (penicilina)
podia ser usada para curar infectiones bacterianas en humanos.
Estudios de ensayo y error, en gran escala, de otros antimicrobianos

3 1945-presente  con accidn andloga a la penicilina incluyendo a los extraidos de
plantas superiores y animales.
Investigacion empleando métodos cientificos, del mecanismo de

4 1950-presente . ién de los antimicrobianos a nivel molecular.
Madificacion a las estructuras de antimicrobianos naturales con el

5 1860-presente propésito de obtener mejores agentes quirmoterapéuticos.

5 presente Uso de la ingenieria genética para obtenar antibibticos que no se han

descubierto en |a naturaleza
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En la década de los 70's [a busqueda de nuevos antimicrobianos se hizo siguiendo
tas siguientes estrategias: (a) modificacion a las moléculas de antimicrobianos utiles, (b)
aislamiento de nuevos antimicrobianos de fuentes naturales y (c) variacion estructural de

antimicrobianos téxicos para el huésped o poco activos.”

2.1.4. Clasificacion.

Diversos criterios basicos se han empleado para clasificar a los antimicrobianos:
origen, biosintesis, estructura quimica, espectro de actividad, toxicidad y mecanismo de
accion. De estos, los principales criterios son: biosintesis, espectro de actividad,
estructura quimica y mecanismo de aceion.®
l. Biosintesis.

De acuerdo a su biosintesis o biogénesis los antimicrobianos se dividen en las
siguientes clases:

A. Antimicrobianos derivados de aminoacidos.
B. Antimicrobianos derivados de azlcares.
C. Antimicrobianeos derivados principalmente de unidades de propionato o acetato.
D. Antimicrobianos con estructuras varias.
Il. Espectro de actividad.

Por su espectro de actividad los antimicrobianos se clasifican en:

A. Antimicrobianos de amplio espectro: aquellos que afectan a un gran nimero de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
B. Antimicrobianos predominantemente activos contra bacterias Gram-positivas.

C. Antimicrobianos predominantemente activos contra bacterias Gram-negativas.

7 Ctr. Korolkovas, Andrejus Ob. ¢it. Essentials of Medicinal Chemistry. pp. 75%-753,
8 Cfr. ihid. pp. 753-756,
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D. Antimicrobianos predominantemente activos contra micobacterias.
E. Antimicrobianos activos contra hongos.
F. Antimicrobianos activos en neoplasias.

{ll. Estructura quimica.

A pesar de que muchos autores han presentado clasificaciones de los
antimicrobianos de acuerdo a su estructura quimica todavia no hay una clasificacion
satisfactoria. Las dlasificaciones mas antiguas corresponden a Shemyakin vy
colaboradores {1861), Waksman y Lechevalier (1962) y Umezawa (1984, 1967). Sensi y
Coronell, en 1970, clasificaron a los antimicrobianos de acuerdo a las estructuras
quimicas que reconogcieron como constituyentes principales de sus moléculas. Tales
estructuras fueron: nucleos aromaticos, cadenas alifaticas, cicloalcanos, aminodcidos,
heterociclos y aziicares. A cada grupo lo subdividieron en dos o mas grupos. En el mismo
afio Yonehara dividio a los antimicrobiancs en diez famifias, Bérdy, también en 1970, hizo
una mejor clasificacion que permite la division de acuerdo a la estructura quimica o de
acuerdo a las propiedades generales mas significativas de los antiricrobianos.

V. Mecanismo de accion.

Segin su mecanismo de accion, los antimicrobianos pueden dividirse en los
siguientes grupos.’
A. Antimicrobianos que afectan la sintesis de la pared celular bacteriana.
1. Antimicrobianos que inhiben los enzimas biosintéticos.
2. Antimicrobianos que se combinan con las moléculas transportadoras.
3. Antimicrobianos que se combinan con los substratos.
4. Antimicrobianos cuyo punto de accion sobre 1a sintesis de la pared celular no ha

sido localizado.

® &fr. Korolkovas, Andrejus Ob cif Compendio Esencral de Quimice Farmacéutica, pp, 665-870
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B. Antimicroblancs que afectan la funcidn de la membrana citoplasmatica.
1. Antimicrobianos gue permiten la desorganizacion de la membrana citoplasmatica.
2. Antimicrobianos que producen cambios especificos en la permeabilidad catidnica.
3. Antimicrobianos que inhiben a los enzimas unidos a ta membrana que intervienen
en la transferencia de energia.
C. Antimicrobianos que afectan la sintesis de acidos nucleicos.
1. Antimicrobianes que interfieren el metabolismo nucledtido.
2. Antimicrobianos que impiden la formacién de! moide ADN.
3. Antimicrobianos que inhiben la ARN polimerasa en la sintesis de acidos
nucleicos,
D. Antimicrobianos que inhiben ia sintesis de proteinas.
1. Antimicrobianos de ia fase de iniciacion.
2. Inhibidgres del ciclo de elongacion.

3. Inhibidores de la fase de terminacién.

2.1.5. Fuentes de obtencion.

De los farmacos considerados como esenciales por la Organizacion Mundial de la
Salud aproximadamente 50% son obtenidos por sintesis quimica, 11% proceden de
partes de vegetales, 9.5% son preparados por sintesis quimica parcial, 9% provienen de
fuentes minerales, 8.7% son extraidos de érganos de animales, 6.5% son de origen
microbiano, 4.3% son vacunas y 2.0% son sueros. Sin embargo, los porcentajes
correspondientes a tas fuentes de obtencidn de los antimicrobianos difieren

considerablemente de las fuentes de los farmacos en general. De los 8000 antibidticos

1° Cfr. Korolkovas, Andrejus. Ob. cit. Essentiafs of Madicinal Chemistry. p. 55.
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descritos en la literatura,!’ 5000 provienen de microorganismos (aproximadamente 85.2%
distribuidos de la siguiente manera: 58.2% Actynomycetales; 7.7% Eubactsriales,
especialmente Bacilli; 1.2% Pseudomonales y 18.1% fangicos), 0.9% provienen de algas

y liquenes; 12.1% de plantas superiores y 1.8% de animales.

2.2. Diterpenos.
2.2.1. Diterpencs como terpenos.
2.2.1.1. Caracteristicas de los terpenos.

Los terpenos son uno de los grupos de productos naturaies que se encuentran
mas exiendidos por todo el mundo. Ademas, comprenden una gran diversidad de
estructuras quimicas. Histéricamente, los terpenos se han exiraido de plantas superiores
de las cuales son productos del metabolismo secundario pero hay otro tipo de fuentes
naturales que también los contienen. 2

A pesar de la gran variedad de estructuras que pueden encontrarse dentro de este
grupo de compuestos Ruzicka observo que las estructuras de todos ellos guardan una
relacién a la que llamé regla del isoprano que estabiece:

“EJ esqueleto de carbonos de los terpenos estd constituido per unidades de

isopreno unidos en forma reguiar o irregular”.'

" ibid. p. 750.

2 Se utilizan casi indistintamente los nombres de terpeno o terpencide para designar a esta tipe de productos
naturales. Sin embargo, Tomas Hudlicky sefiala que el término terpeno se aplica si el compuesto proviene de
una planta superior y forpenoide si no se especifica su fuente natural (cfr. McGraw-Hilt Encyclopedia of
Science & Technology. Seventh edition. Vol. 18. McGrawHill, New York, 1892, p. 232). Por otra parte, Ruzicka
indica que “la palabra terpencide se introdujo en forma innecesarla por analogia con la expresién “asteroide”
que dencta un grupe de compuestos que tienen un nimero irragular de tomos de carbono”. Aflade que “en
el campo de los terpenocs, la expresién terpencide deberfa reservarse por analogia para los compuestos on
los cuales el nimero de dtomos de carbono varia en forma irreguiar, en contraste con los terpenos
propiamente, en donde el nimere de dtomos de carbono es siempre un maltiplo de cineo” (efr. Ruzicka, L.
The isoprene rule and the biogenesis of tarpenic compounds. Exparentia 8, {1953} p. 387).

La palabra terpenc {del inglés terpene) proviene da tramentina (del inglés turpentine), resina que se
extrae de diversas especies de coniferas y parece ser que comenzd a aparecer en la literatura en los escritos
de Kékulé en 1866 (cfr. Hanson, J. R. Intreduction and Nomenclature. In Newman, A. Chemistry of Taerpenes
and Terpenouds. Acadamic Press, New York, 1972, p. 3}

" Ruzicka, L. Ob. cit. p. 357.
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Hay algunas aparentes excepciones a esta regla. Sin embargo, estas “viclaciones”
al arreglo de las unidades de isopreno dieron y contintian dando lugar al estudio de la

biosintesis de los terpenos en la cual pueden darse reamegios.

2.2.1.2. Clasificacion de los terpenocs.
Los terpenos se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que los

constituyen (Tabla 2.3)."

Tabla 2.3 Clasificacién de los terpenos.

Atomos de  Unidades

carbono _isoprénicas O asHficacién
5 1 Hemiterpenos
1o 2 Monoterpenos
15 3 Sesquiterpenos
20 4 Diterpenos
25 5 Sesterpenos
30 6 Triterpenos
40 8 Tetraterpenos”
5n (n>8) n (n>8) Politerpenos

A También llamados carotenvides.

Las unidades de isopreno en los monoterpenos, sesquiterpenos, diterpencs y
sesterpenos estan unidas cabeza con cola (Figura 2.1). Los triterpenos y tetraterpenos
estdn conformados a partir de dos unidades de sesquiterpenos y diterpenos,

respectivamente. Los sesquiterpenos se unen cofa con cola para formar a los

™ La clasificacion més clara de los terpenas se fundamenta en consideraciones hiosintéticas. Es por esto que
también puede decirse gue “los terpenos se clasifican de acuerdo al ndmero de unidades de isoprenc que
intervienen en su biosintesis™ considerando que durante la sintesis no se pierden o ganan mas de cince
atomos de carbone (cfr. Conneally, J D. and Hill, R. A. Dictionary of Terpenoids. Chapman & Hall, London,
1881 Vol 1. p. Xiv).
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tetraterpenos.
Aunque los terpenos pueden nombrarse de acuerde a las normas de la IUPAC es
mas usual emplear nombres comunes que, a menudo, reflejan ef nombre de la fuenie de

la cual provienen.

A

Isopreno
(2-metil-1,3-butadieno)

Cola

& catean

Mirceno (monoterpena)

Unién cabeza-cola de dos unidades de isopreno

Figura 2.1 Unidad de isoprenc y unién cabeza-cola para la formacién de terpenos.

2.2.2. Estructura y biogénesis.

Los diterpenos, de acuerdo a {a Tabla 2.3, son un tipo de terpenos con veinte
atomos de carbono {cuatro unidades de isopreno). Este extenso grupo de compuestos en
su mayoria tienen estructuras ciclicas que van desde dos hasta cuatro anillos por
molécula.

El precursor biosintético de los diterpenos es el pirofosfate de geranilgeranilo gue
a su vez proviene del pirofosfato de isopentenilo {molécuta precursora de todos los
terpenos).

La serie de transformaciones gue van dando origen a la formacion de los terpenos

se describe a continuacién. Primero, el pirofosfato de isopentenilo reacciona con el
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pirofosfato de dimetilalifo para dar pirofosfato de geranilo. Esta molécula sufre rearreglos
posteriores dando origen a los monoterpencs. Cuando el pirofosfato de geranilo
reacciona con pirofosfato de isopentenilo afiade otros cinco atomos de carbono a su
esiructura produciéndose pirofosfato de farnesilo que, también por rearreglos, forma a
los sesquiterpenos y es precursor de los triterpenos (al unirse dos unidades de
pirofosfato de farnesilo cola con cola) y de los sesterpenos. De manera semejante,
cuando al pirofosfato de farnesiio se le adicionan cinco atomos de carbono por reaccion
con pirofosfato de isopentenilo, se forma el pirofosfato de geranilgeranilo. Modificaciones
estructurales a esta molécula, precursora de los tetraterpenos (por dimerizacion), genera
a los diterpenos. En la Figura 2.2 se resumen las relaciones biosintéticas de los terpenos

a partir del pirofosfato de isopentenilo.’®

/- Politerpencs
R =  Monoterpenos
)\/\Qpp /k/\/l\\\/\opp no
Profosfato de 1sopentérulo Pirofosfato de geranilo
¥
Sesquiterpenos
———— Sesterpenos
o o = OFP Triterpenos!
Pirofostato de famesilo
\

/k/\)\/\/k/\/k/\ Pemen
S RS s = OPP Tetraterpenos

Pirofosfato de geranligeramlo

OPP grupo puofosfato

1 Ei puofosfato de f; Jo de ongen al leno, un precursor de tnterpenes y esterondes.

Figura 2.2 Relaciones biosintéticas de los terpencs.

'S E| pirofosfate de isopentenilo se ongina por 1a condensacién de tres moléculas de acetil coenzima A
siguidndose la ruta: aceti CoA — acetoacet]i Co A — hidroximetl glutarato — acidoe mevaldnico —
isopentanilo (cfr. McGraw-Hill Encyciopedia of Science & Tachnology. Ob. cit. p. 232).
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La gran diversidad de estructuras que tienen los diterpenos, y los terpenos en
general, se debe a la gran cantidad de rearreglos que se pueden ir presentando a partir
del pirofosfato de geranilgeranilo. De hecho, Hanson afirma gue “ia quimica de los
terpenos ha presentado muchos problemas cuyas soluciones, en muchos casos, han
dado la pauta para la creacion de teorias que ahora son fundamentales para la quimica
organica™."® En la Figura 2.3 se esquematizan algunos ejemplos de estos rearreglos que

son la base para ia clasificacion de los diterpencs.

Manool
l (im labdano)
T
R
(un kaurano) :
[}
c R
- JE—
1
FS b3 3]
{un casano) Punaradiene Abieradieno
(w4 punaranc) (un abietano)

Figura 2.3 Ejemplos de rearreglos del pirofosfato de geranilgeranilo,

'® Hanson, J. R. Ob. cit. p. 2.
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2.2.3. Clasificacién.

Los diterpenos se clasifican de acuerdo a su tipo de estructura. Aigunos tipos
importantes son: abietancs, clerodanos, pimaranos, iabdanos, icetexanos, texanocs,
totaranos. casanos, kauranos, beyeranos, atisanos, aconanos, gibanos y gibereianos.
Las estructuras caracteristicas de los cinco primeros se dan en la Figura 2.4 donde se

indica la numeracion que se utiliza para nombrarlos de acuerdo a la IUPAC.

Abietano Icetexano

Figura 2.4 Algunos tipos de diterpenos importantes.

2.2.4. Contenido de diterpenos en las Salvias mexicanas.

Los diterpenos no sélo se encuentran en las plantas superiores sino también en
hongos, insectos y organismos marinos.” Sin embargo, como en esta investigacion se
estudian diterpenos aislados de salvias, la revision esta enfocada a este génerc de

plantas superiores.

" Cr. Connolly. J, D. y Hill, R, A. Ob. cit. p. xxxii.
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2.2.4.1. Salvias.

Salvias es el nombre que se les da a las especies que pertenecen al geénero
Salvia, palabra derivada del fatin salvare, debido a las propiedades curativas que se han
atribuido en el Viejo Mundo a la especie europea Salvia officinalis y otras afines. Estas
especies ampliamente distribuidas por todo el mundo. principalmente en las zonas
tropicales, subtropicales y partes templadas, son plantas herbaceas ¢ arbustivas, de
tallos cuadrangutares y hojas opuestas y aromaticas. ™

El género Salvia, establecido por Linneo en 1753, es uno de los 224 géneros
que pertenecen a la familia de las Labiadas. Bentham lo div%ié en cuatro subgéneros:
Salvia, Calosphace, Leonia y Sclarea.® Salvia es el género de la familia que mas
especies comprende: 900 de 5800 especies totales.Z Las salvias europeas y asiaticas
pertenecen principalmente a los subgéneros Salvia y Sclarea. El subgénero Leonia esta
representado por varias especies de América del Norte mientras que las salvias de
Meéxico, Centro y Sudamérica pertenecen al subgénero Calosphace® (principalmente
distribuidas en las regiones montafiosas del centro de México y Centroamérica y, en
menor proporcion, en el norte de los Andes y tierras montafiosas de Brasil).z‘ Este
subgénero, dividido por Epling en 105 secciones, comprende por si solo 550 especies

(62% del género).”

8 ofr. Alvarez, José Rogelio (director). Enciclopedia de México. Sabeca Intemational Investment Corporation
/o Enciclopedia Britanica de México S.A. de C.V, México, 1993. Tomo X!, p. 7131,

™ ¢fr Rodriguez-Hahn, L. et al. Diterpenos abietanicos de salvias mexicanas. Rev. Lalknoamer, Quim. 20,
1989) p. 105.

£° Cfr. Esquivel, R. B. Estudio guimiotaxonémico de la seccitn fulgentes del género Safvia, Tesis de masstria.
UNAM 1986, p 7

I atos recientes, taxondémices y quimicos, sugieren una revision de esta clasificacion (cfr. Esquivel, R. 8. et
al. Recent advances n phytochemistry and biological activity of mexican Labiatae. Rev. Latincamer. Quim.

24, (1996). p. 45).

Z cf Ramamoorthy, T.P. y Elict, M. Mexican Lamuaceae. Evotution, distribution and endemism. In
Ramarmoorthy, T. P., Bye, R.. Lot, A. y Fa, J. (editors) Biological Diversity of Mexico: Ongins and Distribution.
Oxford University Press, New York, 1983, pp. 514 y 520,

2 o Rodriguez-Hahn, L, ot ai. Ob. cit. pp. 105 y 106.

M ~f. Esquivel, R. B, Ob, ¢it. Estudia quimiataxondmico de la seccidn fulgentes del género Salvia.p 7

# ofr. Esquivel, R. B. ef al. Ob. cit. Rav. Latinoamer. Quim. p 4
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En Meéxico hay 27 géneros de Labiadas organizados en seis tribus® con
aproximadamente 512 especies. Sajvia, perteneciente a la tribu Mentheae, es el género
que cuenta con el mayor nimero de especies (312, todas pertenecientes al subgénero
Calosphace) con un alto porcentaje de endémicas {88%).5 Asi mismo, de las 105
secciones del subgénero Calosphace reconocidas por Epling, 59 se encuentran en
México y 25 son endémicas.”

Los habitats en donde se encuentran las Salvias principaimente estan
compuestos por pinos, abetos, robles y coniferas. Pueden desamoilarse en bosques
caducifolios y bosques de nupes, en zonas semiaridas y en desiertos.”

Varias especies de Salvia son resistentes al ataque de insectos, herbivoros,
hongos e inhiben la germinacion a su alrededor de otras plantas del habitat. Esto sugiere
que en la composicion quimica de estos vegetales, que les sirve para competir
exitbsamente por el habitat contra otras especies, debe haber sustancias con actividad
biokigica incluyendo la antimicrobiana. Dichas sustancias podrian ser algunos

metabolitos secundarios que producen estas plantas tales como los terpenos. ™ *'

2.2.4.2. Contenido en las salvias mexicanas.
Una de las caracteristicas mas sobresalientes de las Labiadas es que las
glandutas presentes en las células epidérmicas contienen terpenos. Los aceites de esas

glandulas proveen a la planta de aroma lo que hace que sean utilizadas en varias partes

| as tribus, con el numero de géneros que comprenden son: Ajugeae {3 géneros), Lamieae (4 géneros},
Mentheae (11 géneros), Nepeteae (2 géneros), Ocimeae (5 géneros) y Salieae (2 géneros) (cfr.
Ramamoorthy, T.P. of al. Ob. Cit. pp. 517 y 521)

7 ot Esquivel, R. B. at af. Ob. cit Rev. Latinoamer. Guim. p. 45,

2 Cfr. Ramamoarthy, T.P. &t al. Ob. Cit. p. 523

B Ctr, tpid. pp. 518 y 522.

¥ ~fr. Esquivel, R. 8. et af Cb, cit. Rev. Latincamer. Quim. p. 57.

" Tomas Hudlicky manciona: “la funcién de los terpenos en las plantas y otros organismos no es clarg,
aunque algunas veces tignen propiedades tdxicas ligadas a la proteccion de las especies” {cfr. McGraw-Hill
Encyclopedia of Science & Technology Ob. o, p. 232).
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del mundo en la medicina tradicional y en platillos tipicos.*

De los estudios realizados de algunos géneros de la familia se ha obtenido que
contienen esteroles, flavonoides, iridioides, sesquiterpenos, monoterpenscs, diterpenos,
triterpenos y sesterpenos,™

Por su parte, estudios fitoquimicos de diferentes especies de Salvia han revelado
que en las partes aéreas de estas plantas se encuentran diterpenos, triterpenos,
esteroles, flavonoides y compuestos fendlicos. Los diterpenos que se han aislado son de
los tipos Jabdano, clerodano, abietano y pimarano (Figura 2.4}, principa!mente.“' ¥ A su
vez, la presencia de diterpenos con esqueletc de abietanc en las raices se ha
considerado come una caracteristica quimiotaxondmica de las plantas del género Salvia
tomandeo en cuenta que se han estudiado mucho mas las raices de las salvias de origen
europeo y asiatico que las de origen americano.”

Por otra parte, cerca del 80% de los diterpenos aislados hasta ahora de salvias
mexicanas son de! tipo clerodano.®

Parece ser que muchas secciones del subgénero Calosphace que se encuentran
en México son quimicamente diferentes al resto de las secciones. Estudios de
Rodriguez-Hahn y sus colaboradores sugieren que varias secciones se caracterizan por

diterpenos (nicos. Por ejemplo, las secciones Erythrostachys, Tomentellae, Fulgentes y

*2 c4r. Ramameotthy, T.P. ef e, Ob. Cit, p. 514

® Cfr. Esquivel, R. B. ot al. Ob. cit. Rev. Latinoamer, Quim p 45

M ofr. Esquivel, R B. Ob. cit. Tesis de maestria, pp. 5y &.

* ofr. Esquivel, R. B. et al. Ob. oif Rev Latinoamer. Quim pp 45y 46.

% Rodriguez-Hahn, L et al. resumen el contenido de diterpenas en las salvias de la siguiente manera: en las
salvias de los subgéneros Salvia y Sclares (europeas y asidhcas) los diterpenos son principalmente del tipo
abietano, mientras que los diterpenos de los subgéneros Leonia y Calosphace (mexicanas, centro y
sudamericanas) predominantemente son del tipo clerodanc o productos biogenéticamente relacionades con
este tipo {(cfr. Rodriguez-Hahn, 1., et &l. Ob. cit. pp 105 y 106}, De hecho, Esquivel, R. B. ef &l. indican que de
casi el 100 % de las especies de salvias europeas y asiaticas estudiadas fitequimicamente se han aislado
diterpenos de tipo abietano (cfr, Esquivel, R, B, et af. Ob. ¢it. Rev. Latinoamer Quim. p. 51)

3 |os diterpenos con estructura de abietano que se hacen mencidn son de tipo quinona. (cf. Rodriguez-
Hahn, L. et al. Ob. cit. p. 105. y Esquivel, R , B. ot af Ob. cit. Rev. Latinoamer. Quirn. p. 51).

®otr hid. p. 108,
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Scorodonia se distinguen por su contenido de diterpenos fipo abietano.™ Asi, los estudios
fitoquimicos realizados hasta la fecha de diversas especies mexicanas (todas
pertenecientes al subgénerc Calosphacse) permiten establecer, con algunas excepciones,
una relacidén entre el contenido de diterpenos en las especies y la seccion taxondémica a

la que pertenecen.

2.2.5. Actividad antibacteriana.

2.2.5.1. Usos de las salvias en la medicina tradicional mexicana.

E! género Salvia se ha caracterizado por su uso en la medicina tradicional. Como
se asentd, su nombre mismo se originé por propiedades curativas que se observaron en
algunas especies.”!

Se tienen numerosos ejemplos del manejo que el pueblo ha dado a estas plantas
para tratar sus malestares. En fa Tabla 2.4 se dan algunos de ellos resattando en primer
lugar las especies usadas en México.

En México, ademas de las especies de Salvia mencionadas, el pueblo usa varias
plantas con el nombre de salvia. Por ejemplo, Hyptis albida es la salvia real (las hojas se
emplean para combatir los dolores reumaticos y algunas enfermedades de los oidos);
Lippia geminata H. B. K. es la salvia beténica (para los resfriados y como sudoerifico,

antiespasmédico y estomdaquico). Otras especies conocidas como salvias son Hyplis

* cofr. Ramamoorthy, T.P. et af. Ob. Cit. p. 523.

S cfr, Esquivel, R. B. ot 8l. Ob. cit. Rev. Latinoamer. Quim. p. 48.

Y Sele atribuyeron tantes propiedades curativas a la Salvie officinalls L. que una sentencia de la Escuela de
Saleno llegé a decir de ella en e siglo XlI: Cur moriatur homo cul salvia crescit in horfo? Contra vim mortis
non ast medicament in hortls. Este es: 2 De qué podra morit al hombre que tiene salvia en &l huerte? Aunque
la segunda parte reconoce que contra &l peder de la muerte no hay planta qua valga® {cfr. Pio Fon Quer
Plantas Medicinalas. El Dioscdrides renovado. Labor. 1982, p. 878).
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Tabia 2.4 Empleo de algunas especies de Salvia en la medicina tradicional,

Especie Lugar

(nombre comiin) de uso Propiedades atribuidas

Salvia ballotaeflora Beneth”  México Tratamiento de problemas estomacales.

Salvia microphylla . . - A

Var. nieurepea (mirto) 43.44 México  Antiparasitario y malestares estomacales.

Salvia divinorum Epl, México Propiedades psicotrdpicas, alucindgenas y eméticas. L.os

y Jativa 4,48 indios mazatecos de Oaxaca la usan en ritos de adivinacion,
Salvia leucantha Car. México El cocimiento de sus hojas v fiores se emplea contra los

{salvia real) mareos y "contra el dolor de peche™.

Para cancer de encia, antitumoral, dolores reumnaticos,

Salvia officinalis L. Europa firatamiente de asma, normaliza [as funciones menstruales
(salvia) de la muijer, ténico para el rifién, higado y pulmones, ete.®
Salvia candelabrum

Boissier (salima basta) Europa  Las hojas se emplean como febrifugas.

Usada como antiséptico, antiespasmédico, astringente,

Salvia sclarea L. Europa balsarmico, estimulante; en el tratamiento del cancer,
{amaro) P catarro, debilidad, dolor de cabeza y enfermedades
digestvas, oftalmicas, dei rifién y del ttero.

" L 48 Las raices se usan para curar llagas, heridas y Glceras. £l
Salvia aethiopis L. Europa  Ciracto de la corteza de la raiz para sanar las hemorroides.
Salvia pratensis L. @ Europa  Las hojas se emplean para limpiar y curar heridas en la piel.
Saivia verbenaca L. *® Europa  Para curar lagas y heridas y aclarar la vista.

Salvia militiorrhiza™ China  Tratamiento de problemas cardiacos.”

Himalaya El arbusto se considera venenoso y se ha usado como

0, 42
Innula royleana Occidental  insecticida y desinfectante.

* De esta especie se aisld el diterpeno acido 7e-hidroxisandaracopimarico que mostrd actividad tripanocida.
® Se dice que la planta inhalada por alglin tiempo causa intoxicacion y matreo.
€| a Selvia militiorrhiza es una de 1as especies de Salvia més estudiadas. Esté incluida enla Farmacopea de
medicina tradicional China.

Se menciona este arbusto porque es fuente de unc de los diterpenos bajo estudio en esta investigacién.

“2 Gfr. Rodriguez-Hahn, L. et al. Ob. cit. pp. 105y 107.

“ cfr. Esquivel, R. B, ot af Ob. cit. Tesis de maestria, p. 3.

“ Cfr. Esquivel, R. B. et al. Ob. cit. Rev. Latinoamer, Quim. p. 81.

45 ot Duke, James A. Handbook of Medicinal Herbs. CRC Press, Forida, 1985 pp. 419-422.

8 o, Aivarez, José Rogelio, Ob. oit. p. 7131,

47 cfr. Martinez, M. Las Plantas Madicinales en México. Tercera edicion, Batas, México, 1944. p. 453.

“ ofr. Pio Fon Quer. Ob, cit pp. 677-684.

# o0 18 los extractos obteridos de Labiadas que se han incluido en diversas farmacopeas en el mundo
porque tradicionalmente han mostrado actividad terapéutica durante cientes de afios (cfr. Wagner, H. Rev.
Latinoamer. Quim. B, (1977). pp. 23y 24).
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laniflora Beneth. y H. rhytidea Beneth. (las hojas se usan como febrifugo).®

La eficiencia que durante mucho tiempo han mostrado tener diferentes especies
deif género Salvia en el tratamiento empirico de enfermedades diversas es un fuerte
antecedente para pensar que las especies de este género contienen sustancias
especificas que logran tales efectos. Prueba de esto es el diterpeno tipo pimarano acido
7a-hidroxisandaracopimérico aislado de Salvia microphylla var. neurepea que mostré

actividad tripanccida {Tabia 2.4).

2.2.5.2. Actividad antibacteriana de diterpenos aislados de sailvias.

El estudio fitoquimico de las salvias comenzé desde principios de este siglo
siendo las especies de Europa y Asia mas estudiadas que las de América.*' A pesar de
que es ya casi un siglo de investigacién sélo se ha cubierto el 8% de las especies
totales™ y el 15% de las existentes en México.™

Estudios de la posible actividad antimicrobiana v, en general, actividad biolégica
de los componentes quimicos de las salvias se han venido dando paulatinamente. A
principios de siglo los aceites esenciales extraidos se utilizaban principalmente para las
industrias de la perfumeria y la alimenticia.® En 1955 dio comienzo la prueba sistematica
de 'a actividad bioldgica de los extractos™ encontrandose que cubren una amplia gama
de actividades. Por ejemplo, extractos de las especies Salvia aegyptiaca, S. lanigera, S.
mogrcroftiana y S. officinalis han probado ser activos contra bacterias.® Posteriormente

comenzé la evaluacion de las propiedades bicldgicas de los compuestos aistados de

*® . Alvarez, José Rogelio. Ob. cit. p. 7131,

1 ¢fr. Esquivel, R. B. et &/, Ob. cit. Tesis de maestria. p. 7.

2 Cr. Loc. cit.

5 ofr, Esquivel, R. B. at al. Ob. cit Rev. Latinoamer. Quim. p. 46.

* Cfr. Esquivel, R. B ot al. Ob, ¢it. Tesis de maestria. pp. 1y 2.

55 0f Ross, S A., EFKeltawi, N. E. y Megalia, S, E. Fitoterapia 51, (1980} p. 201,

® o Gonzalez, A, G. of al. A first study of antibacterial activity of diterpenes isclated from some Salvia
species (Lamiaceae). Biochermical Systematics and Ecology 17, (1988). p. 293

24




Antecedenres

salvias. ¥

£n 1989 se realizé el primer estudio de ia actividad antibacteriana de diterpenos
aislados de salvias.®® A partir de entonces miltiples publicaciones sobre diterpenos
aislados de salvias han ido surgiendo en donde el aislamiento, caracterizacion y
determinacion de 'a actividad antibacteriana de este tipo de terpenos es un factor comin.
En la Tabla 2.5 se resumen los resultados de estas investigaciones mostrando las
estructuras caracterizadas de los diterpenas que exhibieron actividad antibacteriana bajo
las condiciones de prueba.® Se indica de que especie de Salvia fueron aislados y las
especies bacterianas contra las que mostraron actividad y contra las que no fueron

actives.

Tabla 2.5 Actividad antibacteriana de diterpenos aislados de Safvias.

Diterpeno Actividad  antibacteriana

Activo No activo

Gram-negativas
Gram-positivas
Escherichia colf
Staphylococcus aureus

Salmonelia sp.

Bacillus sublilis

Rosmanaol Pseudomonas aeruginosa

Salvia cananensis L. (flores) y
Rosamarinus officinalis

5 Se ha encontrade que hay una gran cantdad de metabolitos secundarios aislados de Labladas con
propiedades gue cubfen un amplio especto tales como antibacterianas, antitumorales, antwirales,
antabmentarias contra insectos, inhibidoras det crecimiento de insectos, citotéxicas, antiespasmédicas y
sedantes. Dentro de estos metabolitos los diterpenos ocupan un lugar muy importante {cfr. Wagner, H. Ob.
o, p. 17-19; Kubo, 1., Taniguchi, M. y Kubota, T The biclogical activities of the /sodon diterpenoids Rev.
Latinosmer. Quim. 8, {(1978). pp. 157-159 y Esquivel, R. B. et al. Ob. cit Rev. Latinoamer Quim. p. 45)

¥ o, Gonziez, A G, et &l Ob. ot

| os métodos para la evaluacion de 1a actinidad antibacteriana no fueron los mismes en todos los estudios,
En las publicaciones estan especificados los métodos empleados.

% ¢t Gonzdlez, A G. of al. Ob. cit.

81 Cfr Moupr, L. et al. Structure-antimicrobial actwty relationships of abietane diterpenes from Saivia species
Phytochamistry 34 (B), 1493-1495, {1993)

25



Antecedentes

Tabla 2.8 Actividad antibactenana de diterpencs aislados de Salvias (continuacion).

Diterpeno Actividad  antibacteriana
Activo No activo
Gram-postiva
Slaphylococecus aureus
Gram-positiva
. Gram-negativas
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Derivado del rosmano!
Sintetizado a partir dei Salmonella sp.
rosmanol
BT
0
Il
Gram-negativas
Gram-positivas
Pseudomonas aeruginosa
< Staphylococous aureus
-H OH Escherichia coli
Bacillus subltilis
Salvia canariensis y Salmonelia sp.
Salvia mellifera
o Gram-positiva
Hi
Bacillus subtilis
HOw, \
Gram-positiva Gram-hegativas
& OH
s
HO H Staphylococcus aureus Escherichia coli
2a, 7-hidroxitaxodona Saimonella sp.
Salvia taxana
(raices)
(54
Io Gram-positiva
Hi
Bacillus subtilis
HO., ]
1 . Gram-positiva Gram-negativas
H
HO H Staphylococcus aureus Escherichia coli
2a-hidroxitaxodona Salmonelia sp.
Salvia texang
(raices)

% cfr. Gonzalez, A. G. of al. Ob. ¢it. /%' Cfr. Moujir, L. et al. Ob. oit.
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Tabla 2.5 Actividad antibacteriana de diterpenos aistados de Salvias {continuacion).

Diterpeno Actividad antibacteriana
Activo No activo
1=
Gram-positivas Gram-negativas
Staphylococcus aureus Escherichia coli
Bacillus sublilis Salmonelia sp.
6-deoxo-2a-hidroxitaxediona
Salvia texana
{raices)
[5]
Gram-positivas Gram-negativas
Staphylococcus aureus Escherichia col
Bacillus sublilis Salmonelia sp.
2u-hidroxitaxodiona
Salvia texana (raices) -

Ferruginol
Salvia sclarea L.
(planta completa)

Gram-posilivas
Staphylococcus aureus

Baciflus subfilis

Gram-negativas
Escherichia cofi

Salmoneila sp.

OH

Ho,,,

Gram-positivas

< Staphylococecus aureus Escherichia coli
H
Bagcillus subtilis Saimonelia sp.
Saiviol
Salvia cananensis L
{parte aérea)

Gram-negativas

% cfr. Gonzélez, A. G. et al Ob. cit.
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Tabla 2.5 Actividad antibacteriana de diterpenos aislados de Safiias (continuacién).

Diterpenc

Actividad

antibacteriana

Activo

No active

Gram-positivas

Staphylococcus aureus

Gram-negativas

Escherichia coli

Bacillus subtilis Salmonelfa sp.
acido 11-acetoxi-12-hidroxy-
abeta-8,11,13-trien-20-oico
Derivado del acido camdsico
{Salvia canariensis)
Gram-positivas Gram-negativas
Staphylococcus aursus Escherichia coli
Baciflus subtilis Pseudomonas aeruginosa
Camosol
Salvia canariensis y
Salvia meliifora

Salvia cananensis y
Salvia mefiifarg

B

Gram-positivas
Staphylococeus aureus

Bagillus subtilis

Gram-negativas
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Denvado ded rosmanal
Salvig canarensis y
Salvig mefifera

81

Gram-positivas
Staphyiococeus aureus

Bacillus subtilis

Gram-negativas
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

% . Gonzalez, A. G. of al. Ob, cit. /¥ Cfr. Moujir, L et al. Ob. cit



Antecedentes

Tabla 2.5 Actividad antibacteriana de diterpenos aislados de Salvias (continuacion).

Diterpetio

Actividad

antibacteriana

Activo

No activo

BT

Gram-positivas

Gram-hegativas

Salvia cananiensis y
Saivia melifera

Staphylococcus atreus Escherichia coli
Bacillus sublilis Pseudomonas aeruginosa
Salvicanol
Salvia capariensis y
Salvia mellifera
BT
HO  OH
Gram-positivas Gram-negativas
H Staphylacocciss aureus Escherichia cali
Bacillus subfilis Pseudomonas aeruginosa
Desmetilsalvicano!
Salvia canarionsis y
Satvia melfifera
&1
Gram-positivas Gram-negativas
Staphylococcus aureus Escherichia coli

Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa

Salvia canariensis y
Saivia meibfers

BY

Gram-positivas
Staphylococcus aureus

Bacifius subtilis

Gram-negativas
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

5L S Mowir, L ot &l Ob. cit,
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Tabla 2.5 Actividad antibacteriana de diterpencs aisiados de Salvias (continuacién).

Staphyilococcus aureus

Gram-negativa

Staphylocaccus epidermis

Diterpeno . Actividad antibacteriana
Activo No activo
B2
Gram-positivas
Gram-positiva
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis
Gram-negativa o o
Gram-negativa
Hipargenina A Klebsiella preumoniae
Salvia hypargeia Fisch et Mey Pseudomonas aeruginosa
{raices)
157
04 gy Gram-positivas
. Gram-positiva
Bacillus subtilis

Gram-negativa

Hipargenina C
Salvia hypargeia F. M. {raices)
-4

Staphylococcus aureus

Baciflus subtilis

Hipargenina B Kiebsiella pneumoniae
Salvia hyparge:a Fisch. et Mey Pseudomonas aserugingsa
(raices}
B2
Gram-positiva
Gram-positivas Staphylococcus epidermis

Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa

Klebsialla pneumoniae

Hipargenina D
Salvia hypargeia F. M. (raices)

Gram-positiva

Bacillus subiilis

Gram-positivas
Staphylococeus aureus

Staphylococeus epidermis

Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa

Kiebsiolla pneumonige

2 Ctr. Ulubelen, A. ot al. Diterpenoids from the roots of Salvia hypargeia. Journal of Natural Products 51 (&),

1178.1183, (1988}
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Tabia 2.5 Actividad antibactenana de diterpenos aislados de Salvias (continuacion).

Hipargenina F
Salvia hypargeta F M (raices)

Mycobacterium tuberciflosis

Gram-negativa

Pseudomonas aeruginosa

Diterpeno Actividad antibactetiana
Activo No activo
2| Gram-positivas
OH
Staphylococcus aureus Gram-positiva
Staphylococcus epidermis Baciflus subtifis

Gram-negativa

Klebsiella pneumoniae

— 53

Sclareol
Salvia sclarea L.
{planta completa)

Gram-positiva

Staphylococcus aureus

Gram-positivas

Baciflus subtilis
Staphylococcus epidermis

Gram-negativas

Proteus marabilis
Escherichia cofi
Pseudomonas aeruginosa
Kiebsielia pneumoniae

Gram-positiva

Staphylococcus avreus

Gram-positivas

Bacilius sublilis
Staphylococcus epidermis

Eram-negativas

Proteus marabilis
Escherichia coli

254

2.3-dehidrosalvipisona
Salvig sclarea L.
{planta completa)

0

Gram-positiva

Staphylococcus aureus

Manool Pseudomonas aeruginosa
Salvia sciarea L. Klebsielfa pneumoniae
{planta completa)
Gram-positivas
oH

Bacillus subtilis
Staphylococcus epidenis

Eran‘-l-h_eagh-\.ra“sw
Proteus marabilis
Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella preumoniae

62 o Ulubeten, A et al, Ob ot /% Cfr Ulubelen. A, et al Terpencids from Salvie sclarea. Phytochemistry 38

(4), 971-974, (1994).
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Tabla 2.5 Actividad antibacteriana de diterpenos aislados de Salvias (continuacion).

Horminona
Salvia officinalis L. (raices)

Staphylococcus aureus

Diterpeno Actividad  antibacteriana
Activo No activo
Gram-positivas |
Bacillus subtilis
Staphylococcus epidermis
Gram-positiva Gram-negativas
Siaphytococeus aureus Proteus marabilis
7-oxorovieanc Escherichia coli
Safv?a sy:rarea {_‘a Pseudomonas aeruginosa
(planta mmp,eh’) Klebsielta pneumoniae
Gram-positivas
Bacfflus subtiis
Gram-positivas Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermis | Gram-negativas
Enterococeus faecalis Proteus matabilis
Escherichia coli
Forskalinona Pseudomonas aeruginosa
Salvia forskahlei L. {raices) Klebsiella pneumoniae
Gram-positiva
Staphylococcus aureus
Royleanona
Saivia officinalis L. {raices) s
Gram-positiva

8 Cfr. Uiubelen, A. st al. Ob. cit. Terpenoids from Salvia sclarge. /¥ Cfr, Ulubelen, A. e al. An abietane
diterpene and two phenclics from Salva forskahlsi. Phytochemistry 42 (1), 145-147, (1986). / & cir.
Masterova, |. et &l [Royleanones in the roots of Salvia officinalis L. of domestic provenance and their
antmicrobial activity], Ceska-Slov-Farm. 46 (5), 242-245, (1996),
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Tabia 2.5 Actividad antibacteriana de diterpenos aislados de Salvias {continuacién).

Diterpeno Actividad  antibacteriana

Activo No activo

Gram-positiva

Staphylococcus aureus

7a-acetoxiroyleanona
Salvia officinalis L
{raices)

Gram-positivas

Staphylococcus aureus
Gram-negativas
Bacilfus subtilis
Mycobacterium luleus
Lamgerol
Salvia lanigera Poir,
{raices)

2.2.6. Diterpenos evaluados.
Se determind la actividad antibacteriana de los diterpenocs 7o-acetoxiroyleanona
(aislado de las raices de Salvia fruticulosa),” fruticulina A (aislado de las hojas de S.

fruticulosa),® tilifolidiona (aislado de las raices de S. thymoides),” y 19(R)-acetoxi-19-

% ofr Masterova, |. af &l Cb, ort
%8 Cfr. El-Lakany, A M et al. Lanigerol’ a new antimicrobial icetexane diterpene from Salvia lanigera. FPlanta-
Med. 61 (6}, 559-560, (1995)
&7 ro-acetoxirayleanona se aislé por primera vez del arbusto Inula royleana (cfr Edwards, O. E. et al.
Diterpenoid quinones of inula royleana D.C. Canadran Joumal of Chemistry 40, 1540-15486, (1962)). Es un
diterpeno que se ha aislado de ia ralz de varias salvias (cfr. Rodriguez-Hahn, L. ot al Ob. o, p. 106).
% Eruticulina A se aistd por primera vez de Salvia fruticulosa. En esta publicacidn (cfr. Rodriguez-Hahn, L. et
al. New highly oxidized diterpene quinones from Salva fruticufosa (Labiatae). Tetrahedron Letters 27 (45),
5458-5462, (1986)) y en otra mas reciente se caracterizé su estructura quimica (cfr. Rodriguez-Hahn, L, et
al. Abietane type dierpencids from Salvia fruliculosa. A revision of the structure of fruticulin B.
Phytochemistry 28 (2), 567-570, {1989)).

De la especie Salvig tiliaefolia se aislé por prmera vez el diterpenc tlifoldiona (cfr. Luis. J. of al.
Tilfoudione, a cycloheptanenaphthoguinane-type diterpenoid of abietanic origin from the roots of Salvia
thaefolia Phytochemistry 36 (1), 115-117, (1994))
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deoxoicetexona (aislado de las hojas de S. pubescens)’™® (Figura 2.5).
En un estudio reciente se ha determinado ia actividad antibacteriana de 7o-
acetoxiroyleanona (Tabla 2.5). Sin embargo, la informacién que se tiene sobre los

métodos y los microorganismos de prueba utiizados en dicho estudio es limitada.

O OH
o=}
(O
Talfa-acetoxiroyleanona Fruticulina A
O
H 0Ac ¢ OH O
19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona Tilifolidiona

Figura 2.5 Diterpenos evaluados.

Los diterpenos fueren proporcionados por el M. en C. Baldomero Esquivel R. del
Instituto de Quimica en donde aislaron, purificaron y caracterizaron los compuestos. Los

diterpenos se aislaron con buenos rendimientos.

" e os diterpenos evaluados, 1%{R)-acetox-19-deoxcicetexona es el compueste que se ha aislado y
caractenzado mas recientemente (cfr. Esquivel, B. of al Abietane and icetexane diterpencids from Salvia
pubascens Natural Product Letters 10, 87-83, (1997)).
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Capitulo 3

Evaluacién de la actividad antibacteriana de
7a-acetoxiroyleanona, fruticulina A, tilifolidiona
y 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona

3.1. Microorganismos de prueba.

Los microorganismos de prueba fueron las bacterias Escherichia coli (ATGC
10536), Vibrio campbellii (ATCC 25920). Flavobacterium marinotypicum {ATCC 19260),
Curtobacterium albidum (ATCC 15831) y Bacilfus subtilis (ATCC 6051 ) (Figura 3.1). Las
tres primeras especies son Gram-negativas y las dos Ultimas Gram-positivas.

Las cepas fueron obtenidas del laboratorio de Microbiologia Marina del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia a excepcidn de Escherichia cofi que fue proporcionada por

la Q.F.B. Maria Teresa Ramirez del Instituto de Quimica.

3.2. Material, equipo y reactivos.
Los subcultivos de las cepas bacterianas y los antibiogramas (curvas dosis-
respuesta y antibiogramas de los diterpenos) se realizarcn en cajas de Petri de pléstico

estériles § y M®de 90 mm x 15 mm.

! De acuerdo a otras clasificaciones Ia especie Vibrio campbollii recibe el nombre de Benockea campbellii y
Curfobactenum afbidum el nombre de Brevibactenum albwdum (cfr. Amencan Type Culture Collection.
American Type Cullure Collection. Catalogue of Bactena and Bactenophages. Eighteen edition, Maryland,
1962 pp. 569 y 582). Estas dos especies, junto con Flavobacterum mannolypicum, son bacierias
guitnoliticas que en concentraciones superiores a las normales pueden causar la muerte de cultvos de
camardn al degradar su exoesqueleto en una enfermedad conocida como de “puntos negros” (Dr. Jorge
Romero J. [nstitulo de Ciencias del Mar y Limnologia. Comumicacién personal),
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Flavaobacterum marmotyprcum (ATCC 19260) Curtobacterum altydum (ATCC 15831)

Figura 3.1 Microorgarismos de prueba
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Para hacer las pruebas de sensibilidad de las bacterias Flavobacterium
marinotypicum, Curtobacterium albidum y Bacillus subtilis a los antibidticos ampicilina y
bacitricina se utilizaron sensidiscos Difco® ampicilina 10 u y bacitricina 10 u.

Los discos de papel filtro utiizados en los antibiogramas se hicieron con
perforadora, El didmetro de los discos fue de 0.55 cm. El papel filtro fue Whatman®
namero 1.

Los pozos que se hicieron en el medio de cultivo se realizaron con un
monohoradador de 0.38 cm de didmetro.

Los medios de cuitivo liquidos para el conteo de células se hicieron en fubos de
vidrio de 20 mm x 200 mm con tapones de plastico.

La incubadora a 35°C fue de la marca J. M. Ortiz.

El materiat y los medios de cuitivo se esterilizaron en autoclave.

Para homogeneizar los cultivos bacterianos liquidos contenidos en tubos de
ensaye se utilizdé un supermezclador Lab-Line Instruments Inc.

L.os halos de inhibicién fueron medidos con vernier.

Los antibidticos de referencia ampicilina y cloranfenicol fueron de los laboratorios
Aldrich Chemical, USA.

Los medios de cultive para antibiéticos numeros 1 y 2 se prepararon segun lo
indica el manuat Bioxon.? Los componentes de los medios fueron de ios mismos
laboratorios Bioxon a excepcion del extracto de came y la dextrosa que fueron de los
laboratorios Merck, USA.

El dimetilsulféxido empieado para la disolucién de los diterpenos fue de los
laboratorios J, T. Baker, México.

Todo material que lo reguirié, antes de ser empleado en las pruebas bioldgicas,

% Cfr, Manual Bioxon. 1989. p. 55.
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fue esterilizado en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 20 minutos.

3.3. Métodos.

La actividad antibacteriana de los diterpenos se compard con la actividad
antibacteriana de antibidticos conocidos. Especificamente se compararon las
concentraciones de los diterpenos y de los antibacterianos de referencia que produjeran
el mismo tamafio de halo de inhibicion. Para esto, se determinaron experimentalmente
las curvas dosis-respuesta {concentracion del antibacteriano-halo de inhibicion) para
cada microorganismo de prueba con un antibacteriano de referencia. Posteriormente se
realizaron los antibiogramas para los cuatro diterpenos con cada uno de los
microorganismos de prueba y los halos de inhibicién resultantes se interpolaron en las
curvas dosis-respuesta correspondientes comparandose la potencia de cada diterpenc
con los antibacterianos de referencia.

Se utilizaron dos métodos de difusion en agar.’ En uno de ellos se empiearon

discos de papel filtro y en el otro se efectuaron pozos en el medio de cultivo,

3 La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos reconoce dos métodos generales para la evaluacion de
la activdad antibacterana de los compuestos. el método de difusidn en agar y el turbidimétrico (cfr.
Farmacopes de fos Estados Unidos Mexicanos. Sexta edicidn, 1994. p 79) Estos dos métodos generales son
reconotidos también en recientes ediciones de ias farmacopeas de Estados Unidos {cfr. U S. Pharmacopoeia
USP 23 Natronal Formutary NF 18, United States Pharmacopoeia Convention, Inc, 1894, p.1680) e Inglaterra
(cfr Britsh Pharmacopoeia 1983 p A167).

El método de difusién en agar es la técnica que se utiliza mas comunmente {cfr. Pelzcar, M. J. Jr,
Microbiology. Fifth editon. McGraw-Hill, New York, 19868, p. 536; Tortora, G. J., Funke, Berdell, R. y Case,
Christine, L Introduccién & la Microbiologfa, Tercera edicion. Traduccién de Rafael R, Anglada. Acribia,
Zaragoza, 1993, p. 484) y se fundamenta en la difusion del compuesie a evaluar desde un punto de
aplicacibn a través de una superficie de agar incculado con el micreorganismo de prueba. A pactic del disco
se origina un gradiente de concentracion del compuesto en el medio. Si el compuesto tiene propiedades
antibactenanas contra ese microorganismo originara zonas de inhibicién de crecamiento del microorganismo.
E] tamafio de la zona de inhibicién esta relacionada con la concentracion del compuesto (cfr. Farmeacopea de
Ios Estados Unidos Mexicanos, Ob ¢it. p.79 y Jawetz, Ernest y Melnick, Joseph L. Manual de Microbiologla
Médica. Manual Moderno, México, D F., 1981, p. 116),

Dentro de Jos métodos de difusién en agar destacan tres variantes distinguiéndose por la forma en
que se hace la aplicacién del campuests en el medio de cultvo El que se emplea con mds frecuencia utiliza
discos de papel fiitro, Otro emplea ciindros de acero con medidas estandarizadas y una tercera variante
implica hacer perforaciones en al medio de cultivo {pozos) en donde se coloca el compuesto a evaluar (cfr.
Manual de Medios de Culhivo Merck 1994. p.47).
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Para evaluar 1a actividad antibacteriana de los diterpenos contra Escherichia cofi,
Vibric campbetli, Flavobacteriumm marinotypicum y Curtobacterium albidum se ulilizd el
método de disco de papel. Para Bacilius subtilis se empled el método de pozo en agar.

Este segundo método se utilizd también para Escherichia coli!

3.3.4. Método de disco de papel.
3.3.1.1. Preparacion de los antibacterianos de referencia.

En la Tabla 3.1 se indican los antibacterianos de referencia para cada
microorganismo de prueba y la concentracién de las disoluciones de trabajo preparadas
para realizar ia curva dosis-respuesta.

Para Flavobacterium marinctypicum, Vibrio campbellii y Curtobacterium albidum
se realizaron ensayos de sensibilidad de estas bacterias a los antibacterianos ampicilina,
bacitricina, estreptomicina y cloranfenicol. Los resuftados indicaron que los

antibacterianos de referencia adecuados fueron los indicados en esta tabla.

Tabla 3.1 Antibacterianos de referencia.

Moroorganimo de pruska | A emIOd | i
Eschernchia coli cloranfenical® 1 mg/ml
Vibrio campbelii cloranfericol 1 mg/mi
Flavobacterium marinolypicum estraptomicina 1 mg/ml
Curtobacterium albidum estreptomicina 1 mg/ml

*Las disoluciones de trabajo se prepararon de acuerdo  la Farmacopea de México.”
& { a Farmacopea de Méxlco y de Estados Unidos establecen que la cepa Escherichia coli (ATCC 10536) es
sensible al dloranferucol ®

* Escherichia coli (ATCC 10563) se empled en los dos métodos por ser una cepa estdndar en [as
determinaciones de actividades antbacterianas de compuestos (cfr. Farmacopea de los Estados Unidos
Maxicanos Ob. ait, p. 84 y U.S. Pharmacoposia USF 23 National Formufary NF 18 Qb cit. p. 1684).

Ctr. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos Ob, cit. p. 87.
8 Cfr. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos Ob. cit. p. ae y U.8. Pharmacopoeia USP 23 National
Formulary NF 18 Ob. cit. p. 1694).
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3.3.1.2. Preparacién de los diterpencs.
Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se prepararon disoluciones de
7c£iacetoxiroyleanona, fruticulina A, tilifolidiona y 19(R}-acetoxi-13-deoxoicetexona en

dimetilsulféxido (DMSQ) a una concentracién de 20 mg/ml cada una.

..3.3.1.3. Preparacién de ios microorganismos de prueba.

Al inicio de las pruebas bioldgicas se hicieron subcultivos de las cepas
bacterianas en medio de cultivo para anfibisticos numero 1. Para hacer las antibiogramas
se emplearon los microorganismos de los subcultivos.

Para hacer los subcultivos se inocularon los medios con la técnica de siembra por
estria, Los medios se incubaron a 35 °C durante 24 horas a excepcion de Flavobacterium

marinofypicom que se incubd durante 48 horas. Los subcultivos se preservaron a 4 °C.

3.3.1.4. Preparacion de los medios de cultivo.

Se utilizo el medio de cultivo para antibidticos nimero 2, Se prepararon en total
dieciséis placas con el medio de cultivo para cada microorganismo de prueba: cuatro
para la curva dosis-respuesta con &l antimicrobiano de referencia y doce para los
antibiegramas con los diterpenos.

Se distribuyeron 21 mi de medio de cultivo en cada caja de Petri {placa) y se
espero a que el agar solidificara antes de hacer los antibiogramas (los medios de cultivo

se prepararon el mismo dia en gue se oCuUparon para hacer la pruebas biolégicas).

3.3.1.5. Preparacién de los discos.

Los discos de papel filtro, después de ser cortados con una perforadora, fueron
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esterilizados en autoclave a una temperatura de 121 °C durante 20 minutos. En
condiciones estériles, los discos se colocaron sobre tubos capilares (dos tubos colocados
en paralkelo a una distancia aproximada de 1 mm) y con una micropipeta se hicieron
adiciones de 5 ul de las disolucicnes de los antibacterianos de referencia, de las
disoluciones de los diterpenos o de los disolventes (blancos), seglun fuera el caso, hasta
completar la cantidad requerida. Todas las adiciones se hicieron en el mismo fado del
disco. Entre una y otra adicién se esperé el tiempo necesario para que el disolvente se
evaporara. De la misma forma, después de hacer la titima adicion y antes de colocar el

disco de papel fittro sobre el medio de cultive se esperd a que el disolvente se evaporara.

3.3.1.6. Bioensayocs para trazar las curvas dosis-respuesta.

La realizacion de las curvas dosis-respuesta estuvo de acuerdo, en su mayoria, a
io establecido por la Farmacopea de México.” Las modificaciones que se hicieron quedan
descritas en esta seccion.

Se prepararon disoluciones con concentraciones diferentes para cloranfenicol y
estreptomicina haciendo diluciones de las disoluciones de trabajo indicadas en la Tabla
3.1. Como diluyente se utilizé agua destilada.

En la Tabla 3.2 se muestran ias concentraciones para cada antibacteriano de
referencia correspondientes a 10s cinco punfos de 1as curvas.

Se hizo un antibiograma para cada punto de la curva excepto para ! punto C que
fue la concentracién media y se empled como punto de referencia o de correccién de la

curva y se incluy® en todos los antibiogramas.

T Ctr Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos Ob. ot pp 82 y 83,
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Tabla 3.2 Concentraciones de los antibacterianos de referencia correspondientes a los cinco
puntos de las curvas dosis-respuesta.

Punto de la curva dosis- Concentracién de Concentracién de
respuesta cloranfenico! (pgidisco) estreptomicina (ugfdisco)
A . 08 1.3
B . 1.3 25
c 2.5 5
D 5 10
E 10 20

La preparacion de los antibiogramas queda descrita a continuacion. En un medio
de cultivo se sembrd por estria al microorganismo de prueba en toda la superficie (la
carga microbiana fue aproximadamente [a misma en todos los casos). Inmediatamente
después se colocaron tres discos de papel filtro a los que previamente se les aplico el
antibacteriano de referencia con la concentracion del punto de la curva correspondiente.
En forma altema, se colocaron tres discos con la concentracién media de la curva.
Finalmente, se colocd un disco con el disolvente como bianco. Esto se hizo para cada
punto de la curva.

Los discos se colocaron con la superficie donde se hicieron las adiciones de ia
sustancia tocando el medio de cultive. Al momento de colocarlos se presionaron
ligeramente contra la superficie del medio con unas pinzas estériles.

Se incubaron las placas a 35 °C durante 24 horas. Después de la incubacion se
midieron los halos de completa inhibicidn con un vernier (se incluyd el didmetro de los
discos).® Para los puntos A, B, D y E se midieron tres halos de inhibicién mientras que
para el punto C se midieron doce.

® En todos Jos antibiogramas, tanto como para el metodo de discos como para el método de pozos, log halos
de inhibicién incluyeron el didmetro de los discos o de los pozos, segun fuera el caso. También en todos 10s
antibiogramas se midié la inhibicion completa {cfr. Difco Manuai Tenth edition, Detroit, Michigan; 1984. p. 846
y Bauer, A. W ot al. Antibiotic susceptibility testing by a standardized single disk method The Amencan
Joumal of Climcal Pathology 36, (1966). p. 493).
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3.3.1.7. Bioensayos para determinar la actividad antibacteriana de los diterpenos.

Para hacer la evaluacién de la actividad antibacteriana de los diter;;enos se
prepararon los antiblogramas de 1a siguiente forma. En el medio de cultivo se sembré el
microorganismo de prueba de la misma forma en la que se hizo para ia curva dosis-
respuesta. En seguida se aplicaron tres discos de papel filtro conteniendo la
concentracion media de la curva dosis-respuesta del antibacteriano de referencia. Se
colocé el disco de papel conteniendo 500 pg del diterpeno a evaiuar y otros dos discos
como blancos, uno con el disolvente del antibacteriano de referencia y el otro con DMSO
(disolvente para los diterpencs). Al igual que en los antibiogramas de las curvas dosis-
respuesta, los discos se colocaron con la superficie donde se hicieron las adiciones de
las sustancias tocando el medio de cultivo y presionandolos ligeramente contra la
superficie del medio con unas pinzas estériles.

Las placas se incubaron a 35 °C durante 24 horas. Al término del periodo de
incubacion se midieron los halos de completa inhibicién con un verier.

Estas pruebas se realizaron por triplicado para cada diterpeno con cada uno de

los microorganismos de prueba.

3.3.2. Método de pozo en agar.
3..2.1. Preparacion de los antibacterianos de referencia.

En ta Tabla 3.3 se indican los antibacterianos de referencia para Escherichia coli y
Bacillus subtilis y la concentracién de las disoluciones de trabajo preparadas para realizar
la curva dosis-respuesta.

Para Bacillus subtilis se realizaron ensayos de sensibilidad a los antibacterianos
ampicilina, estreptomicina y cloranfenicol. Los resultados indicaron que el antibacteriano

de referencia adecuado fue el indicado en esta tabla.
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Tabla 3.3 Antibacterianos de referencia.

Microorganismo de | Antibacteriano de| Concentracién de fa
prueba referencia disolucién de trabajo®

Escherichia coli cloranfenicol 1 mgfmil

Bacillus subtilis ampicilina 1 mg/mi

Las d;soSuciones de trabajo se prepararon de acterdo a la Farmacopea de
Meéxico.
3.2.2.2. Preparacién de los diterpenos.
Las cuatro disoluciones de los diterpenos que se utilizaron en el método de disco

de papel se diluyeran con DMSO hasta una concentracién de 2.5 mg/ml.

3.3.2.3. Preparacion de los microorganismos de prueba.

Se prepararon cultivos liquidos de Escherichia coli y Bacillus subtilis de la
siguiente forma. Cada cepa se inoculd en 5§ mi de medio de cultivo para antibicticos
numero 1. Los tubos de ensaye con los cultivos se incubaron a 35 °C duranie 24 horas
con una inclinacion aproximadamente de 30°. La preservacion de estos cultivos se hizo a
4°C.

Se hizo e} conteo de células de cada medio de cultive por el método de dilucion y
vaciado en placa (un método de recuento de células viables).” Las diluciones se hicieron

con buffer de fosfatos {pH = 7}.

3.3.2.4. Preparacién de los medios de cultivo.
Se utilizé el medio de cultive para antibidticos numero 1. Al igual que para el

método de discos de papel, se prepararon dieciséis placas con el medio de cultivo para

® Cfr, Farmacopes de los Estados Unidas Mexicanos Ob. cit. pp 86 y 87
% fr, Ramirez Gama R. M. {editor) Manual de Practicas de Microbiologla General. Facultad de Quimica,
UNAM. 1896 pp. 138-142.
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cada microorganismo de prueba: cuatro para la curva dosis-respuesta con el
antimicrobiano de referencia y doce para los antibiogramas con los diterpenos.

Se distribuyd el medio de cultivo en tubos de ensaye, 15 ml en cada tubo. Antes
de que solidificaran los medios (a una temperatura de 40 °C) se agregaron los cultivos’
liquidos de los microorganismos de prueba. Para Bacilius sublilis se agregaron 150 pl del
cultivo liquido y para Escherichia coli 15 pl."' Las mezclas medio de cultivo-indeulo se
homogeneizaron con un supermezclador.

los medios de cultive inoculados con los microorganismos de prueba se
distribuyeron en cajas de Petri y se esperd a que el agar solidificara antes de hacer los
antibiogramas (los medics de culfivo se prepararon el mismo dia en que se ocuparon

para hacer las pruebas biol6gicas).

3.3.2.5. Preparacion de los pozos.

Después de que loz medios de cultivo inoculados solidificaron en las cajas de
Petri (los medios solidificaron en 30 minutos aproximadamente), se realizaron las
perforaciones con un monchoradador de 0.39 cm de didmetro. Se eliminaron los
fragmentos de medio de cultivo que quedaron dentro de fas perforaciones con la ayuda
de una aguja de acero esterilizada. Las dimensiones promedio de !os pozos fueron de

0.38 cm de didmetro con 0.20 cm de espesor.

3.3.2.6. Bioensayos para trazar las curvas dosis-respuesta.
La forma de trazar las curvas dosis-respuesta en el método de pozos fue

semejante a la realizada con ¢! método de disco de papei. Las diferencias fueron las

" La diferencia en los volUmenes agregados para los cultives liquidos de B. sublilisy E coli se debid a que el
cultivo liquide de £, coli estaba diez veces mas concentrado que el cultivo de B sublilis (cfr. Resultados). Sin
embargo, la carga microbiana fue la misma.
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propias de los dos métodos (la forma de inocular a los microorganismos y de aplicar a los
compuestos en los medios de cultivo).

En la Tabla 3.4 se dan las concentraciones de cloranfenicol y ampicilina utilizadas
en los antibiogramas para el trazo de la curva dosis-respuesta y las concentraciones de
las disoluciones que se prepararon por dilucion a partir de las disoluciones de trabajo de

la Tabia 3.3. E! diluyente fue agua destilada en ambos casos.

Tabla 3.4 Concentraciones de los antibacterianos de referencia coespondientes a jos cinco
puntos de las curvas dosis-respuesta y concentraciones de las disoluciones utilizadas.

Punto de la Concentracion Disolucién de Concentracién Disolucién de
curva dosis- de cloranfenicol cloranfenicol de ampicilina ampicilina
Tespuesta (uaipozo) {mgimi) (ug/pozo) (mg/mi)

A 06 0.06 0.6 0.06

B 1.3 0.13 1.3 0.13

C 25 0.25 2.5 Q.25

D 5 0.5 5 0.5

E 10 1 10 1

A continuacion se describe la preparacion de los antibiogramas. Se hicieron siete
pozos distibuidos en forma regular en el medio de cultivo inoculado con el
microorganismo de prueba. Tres de ellos se llenaron con 10 pl del antibacteriano de
referencia con la concentracién media de la curva. En otros tres pozos {en forma alterna)
se vertieron 10 il del antibacteriano de referencia con la concentracién del punto de la
curva correspondiente. En el séptimo pozo (localizado en el centro) se agregaron 10 jl
del disolvente como blanco. El proceso se repitid para cada unc de fos puntos de 12
curva. Asi, se efectuaron cuatro antibiogramas: uno para cada punto de la curva a

excepcian del punto C que se incluyd en las cuatro pruebas.
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Los antibiogramas se incubaron a 35 °C durante 18 horas.'? Después de la

incubacién se midieron los halos de inhibicion con un vernier.

3.3.2.7. Bioensayos para determinar la actividad antibacteriana de los diterpenos.

Los antibiogramas para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los cuatro
diterpenos se hicieron en forma semejante a los antibiogramas con el método de disco
de papel. Después de inocular e medio de cultivo con el microorganismo de prueba se
hicieron seis pozos. Tres pozos se lenaron con la concentracién media del anfibacteriano
de referencia. €l pozo localizado en el centro del medio se (flend con 10 yl de la disolucion
del diterpeno a evaluar (equivalente a 25 ug del diterpeno). En los dos pozos restantes
se vertieron 10 pl de los blancos (en uno de ellos el disolvente del antibacteriano de
referencia y en ef otro DMSO).

Antes de incubar se esperd a que [as disoluciones de los diterpenos difundieran lo
mas posible en los medios de cultivo a temperatura ambiente. El tiempo de espera
estuvo limitado por la velocidad de crecimiento de los microorganismos a esa
temperatura de manera que en el momento en que se observd en forma macroscopica
crecimiento bacteriano las placas se metieron a incubar, Se esperaron 7 horas para los
antibiogramas con Bacillus subtilis y 5 horas para los antibiogramas con Escherichia cofi.
Transcurrido este tiempo las placas se incubaron a 35 °C durante 18 horas para
posteriormente medir los halos de inhibicién con un vernier.

La evaluacién de los cuatro diterpencs con los dos microorganismos de prueba se

realizaron por triplicado.

" Egte tiempo de incubacién es el indicado por las Farmacopeas de México, Estados Unidos e Inglaterra
para este tipo de antibiogramas (cfr. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos Ob. cit. p. 83; U.S
Pharmacopoeia USP 23 National Formulary NF 18 Ob. cit. p. 1684 y British Pharmacopoeia Ob. cit. p. A167)
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3.4. Resultados.
3.4.1. Método de disco de papel.

3.4.1.1. Curvas dosis-respuesta.

Se realizaron cuatro curvas dosis-respuesta (Tabla 3.5). En las Tablas 3.8, 3.7,

3.8 y 3.9 se presentan los promedios de los halos de inhibicién para cada uno de los

cinco puntos de las curvas. Los halos de inhibicion de cada disco se midieron por

triplicado. Los valores reportados estdn corregidos con el punto medio de la curva (la

comecsion se hizo segan lo indica la Farmacapea de México™). La incertidumbre en las

lecturas fue de £ 0.05 cm. Los disolventes de los antibacterianos de referencia (blancos)

no mostraron halos de inhibicion.

Debajo de cada tabla se muestra el grafico resultante con los valores

experimentales, la regresién lineal y su coeficiente de correlacién (Figuras 3.2, 3.3, 34y

3.5).

Tabla 3.5 Curvas dosis-respuesta.

Microorganismo de prueba Antibacteriano de referencia
Escherichia coli cloranfenicol
Vibrio campbellii cloranfenicol
Fiavobacterium marinotypicum estreptomicina

Curtobacterium albidum

estreptomicina

3 Cfr. Farmacopea de los Estados Umdos Mexicanos Ob. cit. p. 83,
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Tabla 3.6 Halos de inhibicién promedio de la curva dosis-respuesta

para Escherichia coll.
Concentracidn (C)
Puntodela | 4g cioranfenicol logC ) h,ﬂ?’%de
curva {vaidisco) inhibicion (cm)
A 0,6 -0,222 0,51
B 13 0114 0,91
Cc 25 0,398 1,30
D 3,0 0,699 1,85
E 10,0 1.000 2,00
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Figura 3.2 Curva dosis-respuesta para Escherichia coli
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Tabla 3.7 Halos de inhibicién promedio de la curva dosisyespuesta

para Vibrio campbeliii.
Concentracion (C)
Puntodela | 4o cioranfenicol logC inhig;:l‘?sdec
curva (g/disco) ion (cm}
A 08 3,222 042
B 13 0,114 1,12
c 25 0,398 1,35
D 50 0,699 1,64
E 10,0 1,000 218
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Figura 3.3 Curva dosis-respuesta para Vibrio campbellil
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Tabla 3.8 Halos de inhibicién promedio de la curva dosis-Tespuesta
para Flavobacterium marinotypicum.

Punto de la g:::g;:::;{g log C Halo de
curva {1g/disco) inhibicién (em)
A 1.3 0,097 1,71
B 25 0,398 200
[ 50 0,699 207
D 10,0 1,000 2,36
E 20,0 1,301 2,36
[ 1
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Figura 3.4 Curva dosis-respuesta para Flavobactenium marinolypicum.
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Tabla 3.9 Halos de inhibicién promedio de 1a curva dosis-respuesta

para Curfobacteriurn albidun.
Concentracion (C)
Puntode la | g ostreptomicina log C ; h_:l_al%de
curva {pgldisco) nhibicion {cm)
A 13 0,087 1,62
B 25 0,398 1,77
c 50 0.699 1,85
D 10,0 1,000 2,00
E 20,0 1,301 2,08
: 22 7
! ®
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Figura 3.5 Curva dosis-respuesta para Curtobacterium glbidum.
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3.4.1.2. Actividad antibacteriana de 7a-acetoxiroyleanona, fruticulina A, tilifolidiona
y 1%(R}-acetoxi-19-deoxoicetexona.

Los bioensayos realizados para la determinacion de la actividad antibacteriana de
cada uno de los diterpenos por el método de disco de papet estan dados en las Figuras
3.8, 3.7, 3.8 y 3.9. Cada figura comesponde a un microorganismo de pruebha. En cada
caso se muestra una de las tres repeticiones realizadas para cada diterpenc con cada
microorganismo.

Los resuitados respectivos de los bioensayos estan dados en las Tablas 3.10,
3.11, 3.12 y 3.13. En la segunda columna se muestran los valores promedio de los halos
de inhibicién producidos por los diterpenos. El valor promedio considera dos experimentos
(los resultados de uno de los tres experimentos se descartaron porque los discos con
DMSO (blancos} mostraron halos de inhibicion}.

En ia tercer y cuarta columnas de las tablas se presentan las concentraciones de
los antibacterianos de referencia que producen los mismos halos de inhibicién que la
concentracién evaluada de los diterpenos (500 pgidisco). Estos valores son obtenidos af
interpolar los halos de inhibicién de los diterpenos en las regresiones lineales de las
curvas dosis-respuesta correspondientes (en la tercer columna estan dados los
logaritmos de las concentraciones de los antibactefiancs de referencia (log C) y en la
cuarta columna los antilogartimos de los valores anteriores).

Fue una observacion general que después del tiempo de incubacidn los discos

quedaron impregnados con cierta cantidad de los diterpenos.

53




Evaluacion de Ia actividad antibacteriand

7u-acetoxiroyleanona Fruticulina A

Titbfohdiona 19(R)-acetox-19-

degxoicelexona

Figura 3.6 Actividad antibacteriana de los diterpenos y de cioranfenico! contra Eschenchia col (el

disco central corresponde al diterpenc. el resto de fos halos de inhibicion a cloranfenical v 108 dos
discos sin halo a los biancos)

Tu-acetoxiroyleanona Fruticulina A

Tdolidiona 18{R)-acetoxi-19-

deoxqicetexona

Figura 3.7 Actvidad antibacternana de los diterpenos y de cloranfenicot contra Vibrio campbelli (et
disco central corresponde al diterpeno, el resle de I0s halos de inhisicion a cloranfenicol y los dos
discos sin halg & los biances)
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7e-acetoxiroyleanona Fruticulina A

18(R)-acetox-19-

Tilfoliciona
deoxoicetexona

na de los diterpenos y de estreplomicina contra Flavobactenim

Figura 3.8 Actividad antbactena
orresponde al diterpenc el restc de los halos de inhibicidn a

marinofipicurn (el disco central ¢
estreptemicina y fos dos giscos $m halo a fos blancos}

7u-acetoxiroyleanona Fruticulina A

h
Bact 1 o(R)-acetoxi-19-

Tifolkdiona
decxoicetexona

antibacteriana de los dilerpenos y de estreplosmicina conlra Curtchacternm
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Tabla 3.10 Actividad antibacteriana de los diterpenos evaluados contra Escherichia coli
comparada con la actividad de cloranfenical,

Diterpenc Halo de log C CZZﬁ?SQ?Zﬁiﬁ'Lic’
{500 pg/disco) inhibicién {cm) cloranfenicot (ug)
fFruticuiina A 1,02 0,171 1,48
19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona 0.96 0,124 1,33
7a-acetoxiroyleanona 0,88 0,062 1,15
Tilifolidiona 0.55 N.AM NA
A No aplica.

Tabla 3.11 Actividad antibacteriana de los diterpenos evaluados contra Vibrio campbellii
comparada con la actividad de cloranfenicol,

Diterpeno Halo de log ¢ c‘;‘,;f,?:;{:,fgﬁ’;g"’

(500 pg/disco) inhibicion (cm) cloranfenicol (1g)
IFruticutina A 1,02 0,157 1,44
7u-acetoxiroyleanona 0,99 0,135 1,36
18(Ry-acetoni-19-deoxoicetexona Q497 0,120 1.32
[Tilifolidiona 0,76 -0,037 0,92

Tabia 3.12 Actividad antibacteriana de los diterpenos evaluados contra Flavobacterium
marinotypicum comparada con Ja actividad de estreptomicina.

Concentracidn {C}
Diterpeno _ Halode log € equivalente de
(500 pg/disco) inhibicién (cm} estreptomicina (ug)
Fruticutina A 1,08 -1,151 0.07
Tilifolidiona 0.77 -1,713 0.02
7a-acetoxiroyleanona 0,55 N.AA N. A,
18{R)-acetoxi-1 9-deoxcicetexona 0,85 M. A N A

A No aplica.
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Tabla 3.13 Actividad antibacteriana de los diterpenos evaluados contra Curtobacterium
albidum cormparada con la actividad de estreptomicina.

. Concentracion (C)
(500 igidinco) mbibicion ey | 99C | odubalentode
Fruticulina A 0,62 -2,365 0,0043
19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona 0,55 N.AR NA
7a-acetoxiroyleanona 0,55 N A N. A
Tilifolidiona 0,55 N. A N. A.

A No aplica.

Aungue los halos de inhibician reportados se refieren a inhibiciones completas del
crecimiento de los microorganismos alrededor de los discos, 7a-acetoxiroyleanona
mostré halos de inhibicién no-total mayores a los dados anteriormente. Estos halos de
inhibicion rio-total o parcial se refieren a que solo hay una disminucion visual en la
densidad de la poblacién bacteriana al rededor del disco. Para Escherichia coli el halo de

inhibicién parcial promedio fue de 2 cm y para Vibrio campbeflii de 1.3 cm.

3.4.2. Método de pozo en agar.
3.4.2.1. Conteo de células.

En las Tablas 3.14 y 3.15 se dan los resultados del conteo de células de los
cuitivos liquidos de Escherichia coli y Bacillus subtilis. Los valores mostrados son los

promedios de !as unidades formadoras de colonias (UFC) de las dilucicnes realizadas.

Tabla 3.14 Conteo de celulas para Escherichia coli.

Dilucién UFC
1078 54
10° 5

Células por mililitro de cuttive: 3 x 10°
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Tabla 3.15 Conteo de células para Baciflus subtilis.

Dilucién UFC
10" 37
10° 6

Células por mililitro de cultivo: 5 x 10°

3.4.2.2. Curvas dosis-respuesta.

Se efectuaron dos curvas dosis-respuesta (Tabla 3.16). En las Tablas 3.17 y 3.18
se muestran los promedios de los halos de inhibicién para los cinco puntos de las curvas.
Al igual que con el método de disco de papel, los halos de inhibicion de cada disco se
midieron por triplicado y los valores reportados estan corregidos con el punto medio de la
curva (la correccion se hizo segin la Farmacopea de México™). La incertidumbre de las
lecturas fue de % 0.05 cm. Los disolventes de los antibacterianos de referencia (blancos)
no mostraron halos de inhibicién.

Debajo de cada tabla se muestra el grafico resultante con los valores

experimentales, la regresion lineal y su coeficiente de correlacion (Figuras 3.10 y 3.11).

Tabla 3.16 Curvas dosis-respuesta.

Microorganismo de prueba | Antibacteriano de referencia

Escherichia colf cloranfenicol

Baciflus subtilis ampicilina

" Gfr Farmacopes de los Estados Unides Mexicancs Ob cit. p, 83

i
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Tabla 3.17 Halos de inhibicién promedio de la curva dosis-respuesta

para Escherichia cofi,
Concentracion (C)
Puntodela | g, cioranfenicol logC i h.:_al%:e )
curva {vg/pozo) inhibicion (cm
A 06 -0,222 0,14
B 1.3 0,114 0,07
C 25 0,388 1,45
D 5,0 0.699 2,11
E 10,0 1,000 2,34

—

Halo da Inhiblclén (em)

r

ro 0544

S

12

Figura 3.10 Curva dosis-respuesta para Escherichia coli.
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Tabla 3.18 Halos de inhibicién promedio de la curva dosis-respuesta

para Bacillus subtilis.
Concentracion (C)
P“';‘l::: la | 4o ampicilina logC |. m:_a'% de
(1g/pozo) inhibicion (cm)
A 0.6 0,222 1,56
B 1.3 0,114 1,98
c 25 0,398 218
D 5,0 0,699 2,11
E 10,0 1,000 2,38

Halo do inhiblcién (em)

r=052¢

logC

1.2

Figura 3.11 Curva dosis-respuesta para Bacifius subtifis.
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3.4.2.3. Actividad antibacteriana de 7o-acetoxiroyleanona, fruticulina A, tilifolidiona
y 19(R)-acetoxi-19-deoxvicetexona.

En fas Figuras 3.12 y 3.13 se muestran una de las tres repeticiones de los
bioensayos para determinar la actividad antibacteriana de los diterpenos contra
Eschenchia coli y Bacillus subtilis por el método de pozo en agar. Los resultados estan
dados en las Tablas 3.19 y 3.20. La informacién proporcionada en la segunda, tercera y
cuarta columnas de estas tablas es equivalente a la informacion dada en las columnas
correspondientes de las Tablas 3.10, 3.11, 3.12 y 3.13. A diferencia con el método de
disco de papel, los halos de inhibicidn mostrados son el promedio de los tres
experimentos. En fodos los casos, los disolventes de los antibacterianos de referencia y el

DMSO no mostraron halos de inhibicion.

Tabla 3.19 Actividad antibacieriana de los diterpenos evaiuados contra Escherichia coli
comparada con la actividad de cloranfenicol.

. Concentracion (C)
Diterpeno ~_Halode logC equivalente de
(25 pgipozo) inhibicién (cm) cloranfenicol {ug)
Fruticulina A 1,24 0,406 2,55
19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona 1.07 0,328 212
7o-acetoxiroyleanona 0,97 0,278 1,90
ITilfolidiona 058" 0,094 1,24

A Este es el promedio de tres lecturas de un sélo halo de inhibicién, En las otras dos repeticiones
no hubo halo de inhubicion.
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7a-acetoxiroyleanona Fruticuhna A

19(R)-acetox-12-
deoxcicetexona

Tilifohchona

Figura 3.12 Actividad antibacteniana de los diterpenos y de cloranfenicol contra Escherichia coli
(el pozo central corresponde al diterpeno, el resto de los hales de inhibicion a cloranfenicei y los
des pozos sin halo a los blancos)

7w-acetoxiroyleanona Fruticuhna A

18(R)-acetox-19-
deoxoicetexona

Tilifohdona

Figura 3.13 Actwidad antibacteriana de los diterpenos y de ampicilina contra Bacillus subtits (el
poza central corresponde al diterpeno. el resto de los halos de mhibicidn a ampiciina y los dos
pozos sin halo a los blancos)
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Tabla 3.20 Actividad antibacteriana de los diterpenos evaluados contra Bacillus subfilis
comparada con la actividad de ampicilina.

ite Concentracion
Diterpeno _ Halode log C (C) equivalente
(25 pg/pozo) inhibicién (cm) de ampicilina ug)
7a-acetoxiroyleanona 1,66 0,244 0,57
Fruticulina A 1,49 -0,533 0,29
19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona 039 N. AS N. A
ilifolidiona 0,39 N. A. N. A

A No aplica.

También en el método de pozos 7a-acetoxiroyleanona mostré halos de inhibicion

parcial. Para Escherichia coli el promedio de este halo fue de 2 cm.

3.5. Discusion de resultados.

La medicion de la actividad antibacteriana mediante métodos de difusion en agar
tales como los utifizados en este estudio, proporcionan una primera informacion sobre la
posible actividad antibacteriana de nuevos compuestos. Los resultados aobtenidos sirven
cOmo un criteric valioso para posteriores estudios in vitro y luego in vivo para finalmente
decidir si se trata de compuestos con uso terapéutico bien sea en humanos o en otros
organismos vivos tales como especies marinas. De esta manera, la magnitud de los
halos de inhibicion producidos por los diterpenos no deben considerarse como un criterio
definitivo para concluir sabre su posible uso terapeutico.

La comparacion que se hizo de los diterpenos con los antibacterianos de
referencia dic una idea aproximada sobre la potencia antimicrobiana de los productos
naturales. No obstante, esta comparacién no puede ser exacta ya que la respuesta de

los microorganismos a diferentes compuestos en los métodos de difusidn en agar
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depende también de las propiedades de difusidn de las diferentes sustancias.”® Esto

debe tomarse en cuenta al comparar entre si la actividad de los diterpenos.

3.5.1. Método de disco de papel.

Fruticulina A, 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona y 7a-acetoxiroyleancna mostraron
halos de inhibicion contra Escherichia cofi (Tabla 3.10). La magnitud de los halos es
similar para los fres diterpenos lo que sugiere que posean una actividad antimicrobiana
parecida contra este microorganismo.

Con Vibrio campbefli, fruticulina A, 19{R)-acetoxi-i9-deoxoicetexona y 7a-
acetaxiroyleanona mostraron halos de inhibicién practicamente iguales. Esto se hace
mas evidente al considerar la incertidumbre en las mediciones de los halos de inhibicion
(+ 0.05 cm). Thifolidiona, aunque fue el que tuvo menor halo, también generé inhibicién
del crecimiento de los microorganismos (Tabla 3.11).

Solamente fruticulina A y tilifolidiona produjeron halos de inhibicién contra
Flavobacterium marinotypicum (Tabla 3.12). La diferencia entre ambos halos de
inhibicion fue de 3.1 mm. Esto indica que fruticulina A pudiera ser mas activa que
tilifolidiona.

Fruticutina A fue el Onico diterpeno que exhibié halo de inhibicién contra
Curtobacterium albidum (Tabla 3.13). De hecho, fue un halo pequefio gue excedid por
muy poco el diametro del disco de papel. Es por esto que es muy probable que fruticulina
A no sea un antibacteriano efectivo contra este microorganismo.

En todos los casos los antibacterianos de referencia resuftaron mas potentes que

los diterpenos activos contra los microorganismos de prueba. En los dos bicensayos en

15 of. Marvin, T. st al. Comparison of single disc and tube dilution techniques In determining antibiofic
sensitivities of Gram-negative pathogens. Ann Int. Mad. 68, (1963). p. 63.
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donde se utilizé cloranfenicol, entre 0.9 v 1.5 ug del antibacteriano generaron €l mismo
halo de inhibicion que 500 ug de cualquiera de los diterpenos activos y para
estreptomicina fueron 0.07 pg o menos de este antibacteriano ios calculados para
producir la misma inhibicién que 500 pg de los diterpenos actives. Sin embargo, esta
diferencia de concentraciones puede parecer no demasiado grande si se considera que
no toda la cantidad de los diterpenos aplicada en los discos de papel difundié en el medio
de cultivo. De hecho, 25 ug de los diterpenos que produjeron halos de inhibicion contra
Escherichia coli en el método de disco de papel generaron halos de inhibicién
semejantes en el método de pozo en agar lo que indica que la potencia relativa de los

diterpencs dependié del método utilizado. Esto se discutira en la siguiente seccion.

3.5.2, Método de pozo en agar.

En los métodos de difusion en agar es importante que los compuestos evaiuados
difundan en el medio de cultivo antes de que haya crecimiento bacteriano.’® El método de
pozo en agar permitié un mayor control sobre la cantidad de diterpeno que difundié del
punto de aplicacién (pozo} al medio de cuiltivo. Este control consistié en esperar a que
practicamente toda la disolucién de diterpeno en DMSO fuera absorbida por el medio de
cultivo inoculado con el microorganismo de prueba antes de incubar. Esto no fue posible
con el método de discos de papel: el crecimiento bacteriano es méas rapido que el proceso
de difusién de un compuesto inseluble en agua {como los diterpenos evaluados) desde un
disco de papel filtro al medio de cultivo. Fue por esto que s6lo una parte de los 500 pg de
diterpeno aplicados en los discos fueron los que realmente difundieron en el medio. Cabe

sefialar que la difusion de antimicrobianos solubles en agua desde los discos al medio de

¥ ok Bnlish Pharmacopoeia. Ob. cit p. A167 y Jaweiz, E. Cb. oit. p.116.
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cultivo es casi instantaneo desde que el disco hace contacto con el medio."” Esto fue un
factor importante que contribuyé a que la potencia de los antimicrobianos de referencia
fuera mayor a la de los diterpenos que generaron halos de inhibicién.

El método de pozo en agar proporciono resultados similares en cuanto 2 la
actividad de los diterpenos evaluados. En la Tabla 3.19 se observa que fruticulina A,
19(R}-acetoxi-19-deoxoicetexona y T7a-acetoxiroyleanona son los compuestos que
mostraron cierta actividad contra Escherichia coli. Comparando estos resultados con los
de la Tabla 3.10 se tiene que fueron los mismos compuestos los determinados activos
contra Escherichia coli por el método de disco de papel y que el orden de actividad es el
mismo si se considera estrictamente que e! halo de inhibicién mayor corresponde al
compuestec méas activo (fruticulina A > 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona > 7a-
acetoxiroyleanona). El halo de inhibicion de filifolidiona no es muy significativo por dos
razones: la primera es que en dos de los tres bioensayos no mostrd halo de inhibicion.
Como esta seialado en la tabla, el resultado es el promedio de tres lecturas de un mismo
bicensayo. La otra razén es precisamente que el halo de inhibicidn es ligeramente mayor
al diametro del pozo.

El mayor control sobre la cantidad de diterpeno que difundid en el medio de
cultivo con el método de pozo en agar permitid hacer mas comparable la potencia de los
diterpencs activos con la de los antimicrobianos de referencia. En la Tabla 3.19 se tiene
que ta cantidad de cloranfenicol necesaria para producir el mismo efecto que los
diterpenos activos se encuentra en el rango de 1.9 a 2.60 pg, ciertamente cantidades
poco mayores que en el método de disco de papel (0.9 a 1.5 pg). Pero lo mas

significativo es que estas cantidades de cloranfenicol son mucho més comparables con

7 Gt Dfoo Manual. Ob. cif, p. 846
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los 25 pg de los diterpenos empleados en el método de pozo en agar que con los 500 g
utilizados en el método de disco de papel.

Para Bacillus subtilis sclamente 7a-acetoxiroyleanona y fruticulina A mostraron
halos de inhibicién que, por cierto, fueron los mas grandes de los halos medidos tanto en
el método de pozos como en el método de disco de papel (Tabia 3.20). También se hace
notar que es el tnico bioensayo en el que fruticulina A no mostrd e mayor halo de
inhibicion.

En general, los halos de inhibicion de los diterpenos que mostraron cierta
actividad tanto en el método de pozo en agar come en el método de disco de papel
fueron de la misma magnitud que los halos de los diterpenos activos evaluados por
Gonzalez et al.”® y por Moujir et al.”® a pesar de que los métodos empleados en ia
determinacion de la actividad antibacteriana no hayan sido los mismos.

Aunque los halos de inhibicién de 7a-acetoxiroyleanona no fueron los mayores de
los cuatro diterpenos es un compuesto que tienen propiedades antibacterianas
interesantes. Los halos de inhibicién que se designan en este estudio como “halo de
inhibicién parcial” son relativamente grandes (2 cm para Escherichia coli). Estos halos
indican que los microorganismos probados fueron mas sensibles a concentraciones
menores del diterpenc pero generaron resistencia rapidamente guedando un halo de
completa inhibicion menor. A pesar de que ios microorganismos probados generen
cierta resistencia a este compuesto bajo las condiciones de los bioensayos no es un
resultado del todo positivo, este compuesto resulta atractivo para continuar con su

estudio.

8 of Gonzalez, A. G. af al. A fitst study of antibacterial actvity of diterpenes 1sclated from some Salvia
s;:emes (Lamiaceae). Biochemical Systematics and Ecology 17, (1989). p. 295,

S Cfr Moujir, L. et al. Structure-antimicrobial activity relationships of abietane diterpenes from Saivia species.
Phytocherrustry 34 (B), 1493-1495, (1993).
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Otra observacion que cabe mencionar acerca de estos halos de inhibicion parcial
es gue son una prugha de que la 7a-acetoxiroyleanona difunde bien en los medios de
cultivo empleados y son un fuerte indicio de que el resto de los diterpenos evaluados
también difunden bien en los medios de cultivo. No obstante, esto no se contrapone con
el hecho de que sélo parte de los 500 yg de los diterpenos aplicados en los discos
lograron difundir de fos discos de papel ai medio de cultivo. Mas bien, esto indica gue los
500 pg fueron un exceso de compuesto y que se pudieron obtener los mismos efectos

con menor cantidad.

3.6. Conclusiones.

e Fruticulina A mostro actividad contra las bacterias Gram-negativas Escherichia coli,
Vibrio campbellii y Flavobacterium marinotypicum y ia bacteria Gram-positiva Bacillus
subtilis. Contra la bacteria Gram-positiva Curtobacterium albidum fue muy poco activa.
De los cuatro diterpencs evaluados fruticulina A fue el que mostrd los halos de
inhibicién mayores salvo en el caso de Bacillus sublilis en el que Ta-acetoxiroyleanona
fue el diterpeno con mayor halo de inhibicion.

o Ta-acetoxiroyleanona fue activa contra dos bacterias Gram-hegativas: Escherichia coli
y Vibrio campbeliii y fue el diterpeno con mayoer halo de inhibicion contra ia bacteria
Gram-positiva Bacillus subtilis.

La actividad contra Bacillus subtilis junto con la actividad reportada para este
mismo diterpeno contra Staphylococcus aureus incrementa la probabilidad de la
generalizacién de que sea activo contra bacterias Gram-positivas.

« 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona fue activa contra dos bacterias Gram-negativas:

Escherchia coli y Vibrio campbetlii.
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Tilifolidiona sofo mostrd actividad contra la bacteria Gram-negativa Vibrio campbelli.
Fruticulina A, 7o-acetoxiroyleanona y 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexcha, a diferencia
de la gran mayoria de los diterpencs evaluados hasta la fecha, mostraron actividad
contra bacterias Gram-negativas, particularmente contra Escherichia coli.

Los anfibacterianos de referencia cloranfenicol, ampicilina y estreptomicina fueron
considerablemente mas activos que los diterpenos que mostraron cierta actividad.

El método de pozo en agar proporcioné el mismo orden refativo de actividad de los
diterpenocs evaluados que el método de disco de papel con fa diferencia de que hizo
més comparable la potencia de los compuestos evaluados con la de los

antimicrobianos de referencia.
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Capitulo 4

Relaciones estructura-actividad

Algunos grupos de investigacién que han determinado la actividad antibacteriana
de diterpenos aislados de salvias también han hecho estudios de relacion estructura-
actividad comparando la respuesta antibacteriana de una estructura base can diferentes
grupos quimicos como sustituyentes.’

En este capitulo se proponen modificaciones a las estructuras de los diterpenos
que en este estudic resuftaron mas activos, esto es, para fruticulina A, 7o-
acetoxiroyleanona y 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona, con el objeto de realizar estudios
estructura-actividad con las moléculas propuestas al determinar su actividad
antibacteriana en una posterior investigacion.

En la Tabla 4.1 esta la clasificacion de fruticulina A, 7a-acefoxiroyleanona y 19(R)-
acetoxi~19-deoxoicetexona de acuerdo al tipo de estructura de diterpeno que presentan.

Las modificaciones propuestas a las estructuras de los diterpenos  estan
fundamentadas en los resultados de estudios de estruciura-actividad con diterpenos de
tipo abietano e icetexano que se han realizado anteriormente. Conclusiones de estos
estudios son gue grupos hidroxilo en las posiciones C-11 y C-12 parecen jugar un papel
muy importante en la actividad de diterpenos abietanicos y que esta actividad es

rmodificada por un grupo hidroxile adicional en ia posicién c-7.2

T Cf. Gonzdlez, A, G. at al. A first study of antibacterial activity of diterpenes isolated from some Salvia
species (Lamiaceae). Biochemical Systematics and Ecology 17, 293-296 (1989) y Moujrr, L. st al. Structure-
antimicrobial activity relationships of abietane diterpenes from Salvia species, Phytochemistry 34 (6), 1433~
1485, (1993).

2 Cfr. Moujir, L. af af. Ob. cil. pp. 1494, 1495,
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Tablza 4.1 Clasificacion de fruticulina A, Tu-acetoxiroyleanona y 19({R)-acetoxi-19-deoxoicetexona
de acuerdo a su tipo de estructura,

Compuesto Tipo de estructura Tipo de diterpeno
o] OH
O 6
OO % Nor-icetexano

Fruticutina A

Abietano

cetexano

eyt

19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona

Conclusiones similares se obtienen de las relaciones estructura-actividad de
diterpenos de tipo icetexano. Moujir et al. encontraron que el grupo hidroxilo en C-11 es
fundamental para la actividad y que la presencia de otros grupos hidroxilo en la molécula
incrementan la actividad.’

Las observaciones a partir de las cuales se obtuvieron las conclusiones anteriores

fueron las siguientes. Para los diterpenos tipo abietano evaluados se tuvo la mayor

3Cfr Mouyie, L. ot al. Qb cit, p. 1495
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actividad con un grupo hidroxilo en G-11 v otra en C-12. Un grupo hidroxilo adicional bien
sea en C-6 o en C-7 disminuyen la actividad. Sin embarge, un hidroxilo en C-7 incrementa
la actividad si los hidroxilos de C-11 y C-12 estan oxidados a cetonas. Un grupo metoxi u

etoxd en C-7 anuian la actividad de los hidroxilos en C-11 y C-12 (Figura 4.1).

No active
Actividad antibacteriana relativa

Figura 4.1 Representacion esquematica de relaciones estructura-actividad para diterpenos de tipo
abietano.

Observaciones adicionales fueron que la metilacién de uno o de los dos hidroxilos
de C-11 y de C-12 anulan la actividad. La metilacion del hidroxilo en C-12 solamente
disminuye la actividad si hay un hidroxilo en C-7.

Para diterpencs de tipo icetexano, ademas de las conclusiones expuestas, se
determind que la presencia de un grupo diferente al hidrexilo en C-11 inactiva al

compuesto (Figura 4.2).
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No activos ! Activos
Actividad antibacteriana

Figura 4.2 Representacion esquemdatica de relaciones estructura-actividad para
diterpencs de tipo icetaxano.

De acuerdo a las observaciones y conclusiones anteriores se proponen ias
siguientes modificaciones para las moléculas de fruticulina A, 7o-acetoxiroyleancna y
19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona para la posterior evaluacion de la actividad

antibacteriana de fos productos de cada transformacion.

4.1. Fruticulina A.

Para fruticulina A se reducen primero los dos dobles enlaces del anillo B para
tener una quinona en el anillo C. Con esta modificacion que va se ha reportado.‘ se
evaluaria el efecto de las dos dobles ligaduras sobre la activdad antibacteriana de

fruticulina A y se genera una guinona que va a seruna estructura constante en las dos

“ Cfr. Rodriguez-Hahn, L. &t al. Abietane type diterpenoids from Salvia fruticuiosa. A revision of the structure
of frutculin B, Phytochemistry 28 (2). (1989). p. 569.
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transformaciones siguientes.

Partiendo del producto de la transformacidn anterior se metita ef grupo hidroxilo.
Asi, se evaluaria el efecto de este grupo en C-12 en un diterpena de estructura muy
simitar a la de un icetexano. Por las conclusiones obtenidas para diterpenos de tipo
icetexano revisadas anteriormente se espera que !a actividad antibacteriana disminuya.

La dlitima transformacion consiste en desmetilar el grupo hidroxilo de C-2. De
acuerdo a lo que discutié sobre los estudios de diterpenos de tipo icetexano, e! grupo
hidroxilo tiene un papel importante en la actividad antibacteriana de la molécula. Las

reacciones correspondientes a estas transformaciones se muestran en la Figura 4.3

Q OH Q OH
CH;0. I OO Hy, Pd/C CH;0 I .O
[0 (o]
Fruficulina A
0 OH o OCH;

CH;0 O CHN, / érer CH;0
9@, .0
0 0

Q OH Q OH
CH;O O CH,CH, S/ DMF HO
) 9@
] (3]
Figura 4.3 Modificaciones a la molécula de fruticulina A.
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4.2, Ta-acetoxiroyieanona.

Para 7o-acetoxiroyieanona se hacen dos modificaciones en fa posicion C-7:
hidrolisis del grupo acetato para producir 7a-hidroxiroyleanona y reduccién def acetato
para la sintesis de royleanona. Aungue ya se ha determinado la actividad antibacteriana
de estos tres diterpenos (Tabla 2.5) se indicd que la informacién sobre los métodos
empleados y los microorganismo de prueba utilizados es limitada.

Un vez establecido el efecto de los grupos acetoxi e hidroxilo en la posicion C-7
sobre la actividad antibacteriana se metila el grupo hidroxifo de la royleanona (molécula
sin sustituyente en C-7). Con esta metilacién, a semejanza de fruticulina A, se
determinara e! efecto del grupo hidroxilo en C-12 que también a mostrado ser un grupo
clave en la actividad antibacteriana de diterpenos de tipe abietano.

Junto con las tres reacciones anteriores esta reportada la metilacién reductiva del
metiléter de la royleanona.’ Resultaria muy interesante medir |as propiedades
antibacterianas del producto de esta transformacién. Al reducir la quinona se tendra
informacion de la posible influencia de la quinona en la actividad antibacteriana. Estas

cuatro reacciones se presentan en la Figura 4.4.

4.3. 19(R)-acetoxi-19-deoxcicetexona.

Las modificaciones propuestas para 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona {diterpeno
tipo icetexano) siguen la misma estrategia que las modificaciones para fruticulina A
(diterpeno similar a un icetexano): reduccién de una doble ligadura en el anilo B;

metilacién det grupo hidroxilo en C-12 y una modificacion en el anillo A de la molécula.

“Ck. Eawards, O E. st &l Diterpenoid quincnes of /nula royfeana D.C. Canadian Journal of Chemisiry 40,
(1962). pp. 1542-1546.
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H i

7alfa-acetoxiroyleanona

OH

0

“O—C—CH;
8

MEQ_SOq, O
_—

CH;N, / éter

H,,PA/C

Figura 4.4 Modificacicnes a la molécula de 7a-acetoxiroyleanona.
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Con la metilacién del grupo hidroxilo del producto de la reduccion de ia doble
figadura se espera que la actividad antibacteriana disminuya a semejanza de lo que se
espera con la misma transformacion para fruticulina A.

La modificacién en al anillo A consiste en hacer la oxidacion de 19(R)-acetoxi-19-
deoxoicetexona en C-19. El producto de esta reaccién (descrita en la literatura®) es
icetexona. Las reacciones que describen las transformaciones anteriores estan dadas en

fa Figura 4.5.

HyPd/C

CHN,, f seex
———

Cr0y / HySO, / HO
——rerr

Figura 4.5 Modificaciones a la molécula de 19(R)-acetoxi-19-deoxoicetexona.

FCfr, Esquivel, B. 8f al, Abietane and icetexane diterpencids from Salvia pubescens. Natural Product Lefters
10, {1997). pp. 90, 91.
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