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RESUMEN

La actividad antibacteriana del &cido ent-kaur-16-eno-
19-oico (&cido kaurénico,1), acido ent-kaur-9(11)16-dieno-
19-oico (&cido grandiflorénico, 2), acido 15a-acetoxi-ent-
kaur-16-eno-19-oico (&cido 15a-acetoxi-kaurénico, 3) y 19-
hidroxi-ent-kaur-16-eno (kaurenol, 4), se ensayé contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estos diterpenos
fueron obtenidos a partir de Coespeletia moritziana (Sch.
Bip. ex Wedd.) Cuatrec., una planta resinosa de los Andes
venezolanos. La concentracion inhibitoria minima (CIM)
fue determinada por el método de microdilucion en caldo
en placas de 96 pozos, a una concentracion maxima de 40
ug/mL. El &cido grandiflorénico presentd actividad sobre
Staphylococcus aureus (CIM 20 ug/mL), Bacillus subtilis
(CIM 5 pg/mL) y Enterococcus faecalis (CIM 10 ug/mL). El
4cido kaurenico mostré actividad Unicamente sobre Bacillus
subtilis (CIM 10 pg/mL), al igual que el acido 15a-acetoxi-
kaurénico y el kaurenol (CIM 40 pg/mL). Estos resultados
representan un aporte al estudio de la actividad antimicrobiana
de estos compuestos.
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ABSTRACT

Antibacterial activity of ent-kaur-16-en-19-oic acid
(kaurenic acid, 1), ent-kaur-9(11)16-dien-19-oic acid
(grandiflorenic acid, 2), 15a-acetoxy-ent-kaur-16-en-19-
oic acid (15a-acetoxy-kaurenic acid, 3), and ent-kaur-16-en-
19-ol (kaurenol, 4), was assayed against Gram possitive and
Gram negative bacteria. These diterpenes were obtained
from Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec.,
a resinous plant from the Venezuelan Andes. The minimum

inhibitory concentration (MIC) was measured using the
broth microdilution method, in 96 well plates, at a maximum
concentration of 40 pg/mL. Grandiflorenic acid had activity
against Staphylococcus aureus (MIC 20 pg/mL), Bacillus
subtilis (MIC 5 pg/mL) and Enterococcus faecalis (MIC
10 pg/mL). Kaurenic acid was active only against Bacillus
subtilis (CMI 10 pg/mL), 15a-acetoxy-kaurenic acid and
kaurenol (CMI 40 pg/mL), were also found to have activity
only against Bacillus subtilis at a MIC of 40 pg/mL. These
results are a contribution to the study of antibacterial activity
of these compounds.
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INTRODUCCION

Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec.,
(Asteraceae) es una planta resinosa que crece por encima de
los 2900 m de altitud en los Andes Venezolanos [1]. Posee
hojas subcoriéceas y rigidas de 20 a 45 cm de largo y 1-2cm
de ancho que poseen un denso indumento amarillo-dorado
en ambas superficies. Esta especie presenta flores solitarias
y nutantes de color rojo con un didmetro de 4 a 5 cm sobre
tallos florales simples y erectos [2]. Los campesinos de la
zona la conocen con el nombre de frailejon amarillo.

Coespeletia moritziana pertenece a la subtribu
Espeletiinae, en la cual se han descrito 8 géneros. Las
especies pertenecientes a esta subtribu son conocidas
popularmente como frailejones [3]. Estudios previos de esta
especie revelaron la presencia de derivados del ent-kaurano
(ent-kaur-16-eno, 19-hidroxi-ent-kaur-16-eno, 19-oxo-ent-
kaur-16-eno y &cido ent-kaur-16-eno-19-oico) [4-6]. Estudios
realizados sobre el aceite esencial obtenido de esta especie, en
diferentes localidades, revelan la presencia de los siguientes
componentes mayoritarios: a-pineno (47-38,9 %), S-pineno
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(19,5-16,9 %), p-felandreno (18,2— 0,8 %) y mirceno (7,6
-1,7 %) [7, 8].

En especies pertenecientes a la subtribu Espeletiinae se
ha encontrado en cantidades importantes acido kaurénico y
varios diterpenos tipo kaureno. El acido kaurénico es una
sustancia que posee propiedades bioldgicas tales como anti-
inflamatoria, antipirética, antibacteriana, citotoxica y
antiparasitaria [9-13]. El objetivo del presente estudio es
determinar la actividad antimicrobiana del &cido kaurénico
(1), del &cido grandiflorénico (2), del &cido 15a-acetoxi-
kaurénico (3) y del kaurenol (4).

MATERIAL Y METODOS

General. Los espectros Infrarrojo se realizaron en un
espectrometro FT-IR Perkin Elmer, modelo FT-1725X,
en pastillas de KBr. Los compuestos se analizaron por
resonancia magnética nuclear protonica y de carbono-13,
mediante experimentos uni- y bidimensionales, en un equipo
Bruker-Advance 400 en solucion de CDCI,. La cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se
realiz6 en un equipo Hewlett Packard modelo MSD 5973,
provisto de una columna HP-5MS de 30 m de largo, 0,25
mm de didmetro y con un espesor de pelicula de 0,25 pm.
Como gas portador se utilizo helio a una velocidad de flujo de
0,9 mL/m. Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:
Temperatura inicial: 250 °C, con un incremento de 5°/min
hasta 300 °C, energia de ionizacion 70 ev. Los compuestos
se identificaron mediante comparacion directa con patrones
puros existentes en el laboratorio. Los puntos de fusion
fueron determinados en un aparato digital Electrothermal.

Obtencion del material vegetal. Las hojas frescas
(17,2 Kg) de Coespeletia moritziana fueron recolectadas en
septiembre del afio 2007, en el Pico del Aguila en la region
nororiental de la Sierra de la Culata, via de Pifiango, Estado
Meérida a 4120 msnm. La planta fue identificada por el Ing.
Juan Carmona. Un voucher (AU28) fue depositado en el
herbario MERF de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de
la Universidad de Los Andes.

Extracciony purificacion de los compuestos ensayados.
Las hojas secas y molidas (4,9 Kg) se extrajeron con una
mezcla de hexano: éter dietilico (3:1 v/v) a temperatura
ambiente. Este extracto se agité con una solucién 0,5 molar
de hidroxido de sodio para formar las sales sodicas de los
acidos presentes. La fase acuosa se acidificO mediante
adicion de acido clorhidrico hasta un pH de 3,0. Luego se
extrajo con hexano y mezclas de hexano/acetato de etilo para
recuperar los &cidos libres, obteniéndose 14,8 g de acido
kaurénico (1) y 5,4 g de acido grandiflorénico (2), 1,8 g de
acido 15a-acetoxi-kaurénico (3). La fase etérea del extracto
original que habia sido sometida a agitacién con hidréxido
de sodio se concentrd lograndose 270,0 g de fraccion neutra
de la cual se logro, por cromatografia de columna, aislar 2,8
g de kaurenol (4). En la figura 1 se presentan las férmulas
estructurales de los compuestos aislados. Los acidos puros
fueron metilados (diazometano en solucion etérea) para
obtener los espectros de masas por Cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

(1) R=COOH; R’ = H. @
(3) R=COOH; R'=OCOCH,
(4) R=CH,OH; R’=H

Fig. 1: compuestos aislados de Coespeletia moritziana.

A continuacién se indican los valores espectroscopicos de
los compuestos puros aislados de C. moritziana, estosfueron
comparados con patrones auténticos y con la bibliografia [14-
16].

Compuesto 1 [acido ent-kaur-16-eno-19-oico (&cido
kaurénico)]. "H NMR (300 MHz, CDCI ) 6: 2,63 (1H, s, H-
13), 2,04 (2H, d, H-15), 4,73 (1H, s, H-17a), 4,79 (1H,

s, H-17b), 1,24 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-20). *C NMR
(75 MHz, CDCIL,) d: 155,8 (C-16), 103 (C-17), 184,9 (C-19),
57,0 (C-5), 55,1 (C-9), 48,9 (C-15), 44,2 (C-8), 43,8 (C-13),
41,3 (C-7), 40,7 (C-1), 39,7 (C-14), 39,7 (C-10), 43,2 (C-4),
37,7 (C-3), 33,1 (C-12), 29,0 (C-18), 21,8 (C-6), 19,1 (C-2),
18,4 (C-11), 15,6 (C-20). EI-MS m/z: 302. IR cm™: 2985 (C-
H), 1712 (C=0) (KBr). pf 175-177 °C.

Compuesto 2 [acido ent-kaur-9(11),16-dien-19-oico (&cido
grandiflorénico)]. *"H NMR (300 MHz, CDCL,) &: 5,23 (1H,
t, H-11), 2,76 (1H, s, H-13), 2,60 (2H, d, H-15), 4,79 (1H, s,
H-17a), 4,91 (1H, s, H-17b), 1,24 (3H, s, H-18), 1,02 (3H, s,
H-20). *C NMR (75 MHz, CDCIl,) d: 155,8 (C-16), 103 (C-
17), 184,9 (C-19), 57,0 (C-5), 155,1 (C-9), 48,9 (C-15), 44,2
(C-8), 43,8 (C-13), 41,3 (C-7), 40,7 (C-1), 39,7 (C-14), 39,7
(C-10), 43,2 (C-4), 37,7 (C-3), 33,1 (C-12), 29,0 (C-18), 21,8
(C-6), 19,1 (C-2), 1149 (C-11), 15,6 (C-20). EI-MS m/z:
300. IR cm: 2990 (C-H), 1705 (C=0) (KBr). pf 155-157 °C.
Compuesto 3 [&cido 15a-acetoxi-ent-kaur-16-eno-19-oico
(acido 15a-acetoxi-kaurénico)]. 'H NMR (300 MHz, CDCI,)
8: 2,78 (1H, s, H-13), 5,25 (1H, s, H-15), 5,09 (2H, s, H-17),
1,22 (3H, s, H-18), 0,95 (3H, s, H-20), 2,07 (3H, s, H-22); **C
NMR (75 MHz, CDCI,) d: 155,4 (C-16), 110,0 (C-17), 183,7
(C-19), 56,7 (C-5),52,8 (C-9), 83 (C-15), 47,4 (C-8), 42,4
(C-13), 34,7 (C-7), 40,5 (C-1), 37,1 (C-14), 39,8 (C-10), 43,6
(C-4), 37,6 (C-3), 32,6 (C-12), 28,9 (C-18), 20,7 (C-6), 18,9
(C-2), 18,3 (C-11), 15,8 (C-20), 171,1 (C-21), 21,3 (C-22)
; EI-MS m/z: 360; IR cm™: 2990 (C-H), 1715 (C=0), 1705
(C=0) (KBr). pf 175-178 °C.

Compuesto 4 [19-hidroxi-ent-kaur-16-eno (Kaurenol)]. *H
NMR (300 MHz, CDCl,) 3: 0,76 (2H, dt, H-1), 0,89-1,74
(2H, td, H-3), 2,63 (1H, m, H-13), 2,06 (2H, m, H-15), 4,73
(1H, s, H-17a), 4,79 (1H, s, H-17b), 0,96 (3H, s, H-18), 3,44-
3,74 (2H, 2d, H-19a; H-19b), 1,01 (3H, s, H-20); *C NMR
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(75 MHz, CDCI,) d: 155,9 (C-16), 103 (C-17), 65,6 (C-19),
59,9 (C-5), 59,2 (C-9), 49,1 (C-15), 44,2 (C-8), 44,0 (C-13),
41,7 (C-7), 40,5 (C-1), 39,7 (C-14), 39,3 (C-10), 38,7 (C-4),
35,7 (C-3), 33,2 (C-12), 27,1 (C-18), 20,5 (C-6), 18,3 (C-2),
18,2 (C-11), 18,1 (C-20); EI-MS, m/z: 288; IR cm: 3395,
(O-H), 2960 (C-H), 1660 (C=C) (KBr). pf 140-141 °C.

Actividad antibacteriana. Se emplearon los
siguientes microorganismos: bacterias Gram positivas:
Bacillus subtilis CECT 39, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Enterococcus faecalis CECT 735, bacterias Gram
negativas: Escherichia coli CECT 99, Pseudomonas
aeruginosa AK 958, mantenidas en agar nutritivo,
a excepcién de E. faecalis que por sus exigencias
metabdlicas se utiliz6 agar cerebro corazén (agar BHI).
Las placas fueron conservadas a 4 °C, llevandose a cabo
resiembras periddicas.

A partir de cultivos en medio sélido, se prepararon
pre-inoculos en 20 mL de medio extracto de levadura-
peptona (YP) que fueron incubados a 37 °C durante 18
horas en agitacion orbital. Estos cultivos fueron diluidos
en el medio caldo cerebro corazén (BHI) para la E.
faecalis y caldo nutritivo para las otras bacterias para ser
utilizados como indculos y llevar a cabo los ensayos a la
densidad celular deseada.

La concentracién inhibitoria minima (CIM) fue
determinada por el método de microdilucién en caldo,
segln la metodologia descrita en el manual de Estandares
Clinicos y de Laboratorio [17]. Se utilizaron placas de 96
pozos, y diferentes concentraciones (2,5; 5; 10; 20 y 40
ug/mL) de los diterpenos.

Se depositaron 200 pL de cada producto en el medio
de cultivo segin la bacteria (caldo nutritivo o caldo
cerebro corazén, BHI) a una concentracidon doble de la
requerida para el ensayo, para llevar a cabo diluciones
seriadas. Estas placas fueron inoculadas con 100 pL de la
suspension del microorganismo de densidad 1-5x10° ufc/
mL. Se incluyeron los siguientes controles: control de
crecimiento (caldo+microorganismo), control negativo
con DMSO y como control positivo ciprofloxacina 256
ug/mL para P. aeruginosa, kanamicina 256 pg/mL para
las demaés bacterias.

Después de 24 horas de incubacion a 37 °C en
agitacion orbital se determind la turbidez de los cultivos
en un lector de ELISA (Titertek Multiskan Plus) a
550 nm. De aquellos pozos en los que no se observé
crecimiento visible, se tomaron alicuotas (100 pL) con el
fin de establecer la CIM. Cada ensayo fue realizado por
duplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

La actividad antibacteriana del acido kaurénico y sus
derivados fue evaluada a una concentracidn maxima de 40
ug/mL frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas.
La tabla 1 muestra los resultados obtenidos de la evaluacién
de la actividad antibacteriana de los acidos kaurénico,
grandiflorénico, 15a-acetoxi-kaurénico, como del kaurenol.
El &cido kaurénico fue activo solo contra B. subtilis a una
CIM de 10 pg/mL, este resultado coincide con los reportados

en la literatura, [18-21]. En relacidn a la actividad de este
compuesto contra S. aureus, los resultados obtenidos en este
estudio difieren de lo sefialado por diversos investigadores
[9, 20-26], quienes indican inhibicién del desarrollo de este
microorganismo a concentraciones mayores a las probadas
en este estudio (700-1600 pg/mL). El &cido grandiflorénico
fue activo contra las bacterias Gram positivas ensayadas,
con valores de CIM que oscilaron entre 5 y 20 pug/mL (B.
subtilis CIM 5 ug/mL, E. faecalis CIM 10 pg/mL y S. aureus
20 pg/mL). Estos resultados son similares a los reportados
por Gutiérrez y Col (1998) [24], quienes sefialan una CIM
de 100 pg/mL frente a S. aureus y 23,3 pg/mL frente a B.
subtilis, esta diferencia podria atribuirse a la metodologia
utilizada para determinar la actividad antimicrobiana,
que en el caso de Gutiérrez fue el método de difusion
con perforacion en agar. El &cido 15a-acetoxi-kaurénico
inhibi6 el desarrollo de B. subtilis con una CIM de 40 pg/
mL, la actividad antibacteriana de este compuesto ya ha
sido estudiada [18].

Tabla 1l
Actividad antibacteriana del acido kaurénico y sus
derivados.
" Compuestos CIM (pg/mL)
= -
3 ke -
c o c X O —
N o
S SE| 85| 85| &
o S = == T = ‘5
o < 3 < T 3 3 <
= >
ATCC 6538 NA 20 NA NA
E faecalls NA 10 NA NA
B subtilis 10 5 40 40
Ecoll o NA | NA | NA NA
heruginosa NA NA NA NA

CIM: Concentracién inhibitoria minima.

La sustitucion del &cido carboxilico en el carbono 19
por un alcohol primario, disminuyé la actividad contra B.
subtilis, evidenciado por el aumento de la CIM contra esta
bacteria de 10 a 40 pg/mL. La actividad del &cido kaurénico,
el acido grandiflorénico y del acido 15-a-acetoxi-ent-kaur-
16-en-19-oico, nos lleva a suponer que el grupo carboxilo
presente en la posicién C-19 y el doble enlace A 16 son
importantes.

La mayoria de los estudios muestran que el acido ent-kaur-
16-en-19-oico tiene actividad solamente contra bacterias
Gram positivas [9, 26, 27], actividad que podria tener
relacion directa con la composicion de la pared celular de
estas bacterias. Tal como lo comenta Ghisalberti (1997) [9],
Pefia'y Col (2009) [28], que sustituciones en la posicion C-19
como glucédsidos, sulféxidos y derivados pirazolidinicos
entre los C-16 y C-17, afectan negativamente la actividad

antibacteriana.
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CONCLUSIONES

A partir de la de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex
Wedd.) Cuatrec., se aislaron el &cido ent-kaur-16-eno-19-oico
(&cido kaurénico, 1), acido ent-kaur-9(11)16-dieno-19-oico
(&cido grandiflorénico, 2), acido 15a-acetoxi-ent-kaur-16-
eno-19-oico (&cido 15a-acetoxi-kaurénico, 3) y 19-hidroxi-
ent-kaur-16-eno (kaurenol, 4). La actividad antibacteriana
de estos compuestos fue determinada por el método de
microdiluciéon en caldo en placas de 96 pozos, el acido
grandiflorénico present6 actividad sobre Staphylococcus
aureus (CIM 20 pg/mL), Bacillus subtilis (CIM 5 pg/mL) y
Enterococcus faecalis (CIM 10 ug/mL). El &cido kaurénico
mostré actividad Unicamente sobre Bacillus subtilis (CIM
10 ug/mL), al igual que el &cido 15a-acetoxi-kaurénico y
el kaurenol (CIM 40 pg/mL). Por dltimo los resultados
obtenidos en el presente trabajo representan un aporte al
estudio de la composicién quimica de la Coespeletia y a la
actividad antibacteriana de los kaurenos aislados.
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