a»

Analisis de los acidos kaurénicos presentes en Espeletiopsis angustifolia
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Resumen

Espeletiopsis angustifolia fue recolectada en el paramo San José de Acequias (Estado Mérida) a 2870 m.s.n.m.
Las hojas secas y molidas se extrajeron con una mezcla de hexano-éter dietilico (3:1). Este extracto se agit6 con
NaOH 0,5 N para separar la fraccion &cida, la cual fue purificada mediante cromatografia flash. Una alicuota de la
misma se metil6 con diazometano y analizé por CG-EM, lo que permitio identificar (bajo la forma de ésteres
metilicos) &cido ent-kaurénico (18,6%), acido ent-15q-O-isovaleroxi-kaur-16-en-19-oico (16,2%), acido ent-15a-
hidroxi-kaur-16-en-19-oico (acido grandiflorélico, 9,2%), &cido ent-kauranico (4,9%), acido ent-kaur-9(11),16-
dien-19-oico (&cido grandiflorénico, 4,5%) y &cido ent-15a-O-acetoxi-kaur-16-en-19-oico (3,4%). En la fraccion
neutra se encontré ent-kaur-16-en-19-ol (kaurenol, 32,7%) y varias ceras formadas por n-alcanos de cadena larga,
predominando las de nimero impar de carbonos: heptacosano (38,3%), nonacosano (21,0%) y entriacontano
(4,6%).

Palabras clave: Espeletiopsis angustifolia; acidos kaurénicos; Espeletiinae; frailejon; Cromatografia de Gases-
Espectroscopia de Masas

Abstract

Analysis of kaurenic acids present in Espeletiopsis angustifolia Cuatrec. from the Venezuelan Andes. Leaves
of Espeletiopsis angustifolia were collected at paramo of San José de Acequias (Mérida State) at 2870 m.a.s.l. The
dried leaves were minced and extracted with hexane-diethyl ether (3:1). This extract was shaken with 0.5 N
NaOH to separate the acid fraction which was purified by flash chromatography. An aliquote of it was methylated
with diazomethane and analyzed by GC-MS which permitted to identify ent-kaurenic acid (18.6%), ent-15a-O-
isovaleroxy-kaur-16-en-19-oic acid (16.2%), ent-15a-hidroxy-kaur-16-en-19-oic acid (grandiflorolic acid, 9.2%),
ent-kauranic acid (4.9%), ent-kaur-9(11),16-diene-19-oic acid (grandiflorenic acid, 4.5%) and ent-15a-O-acetoxy-
kaur-16-en-19-oic acid (3.4%). The neutral fraction yielded ent-kaur-16-en-19-ol (kaurenol, 32.7%) and several
long-chain wax n-alkanes with predominance of odd carbon number alkanes: heptacosane (38.3%), nonacosane
(21.0%) and entriacontane (4.6%).

Keywords: Espeletiopsis angustifolia; kaurenic acids; Espeletiinae; frailejon; Gas Chromatograph-Mass
Spectrometry

Introduccién

Los frailejones, representantes tipicos de los paramos
andinos, son plantas resinosas pertenecientes a la subtribu
Espeletiinae (Asteraceae), que presentan un crecimiento
caracteristico en forma de roseta’ y se encuentran
distribuidos en las zonas altas de Colombia, Venezuela y el
norte de Ecuador®. Las especies de esta subtribu producen
principalmente diterpenos del tipo kaureno®®, los cuales

tienen interés desde el punto de vista quimico, botanico y
medicinal, ya que han manifestado actividad citotoxica en
diferentes lineas de células de carcinoma’, efectos esteroi-
dogénicos® y efectos pro-apoptéticos en humanos contra
lineas celulares PC-3%'°. En menor proporcion producen
triterpenos™, sesquiterpenos**? y aceites esenciales**™**.

La subtribu Espeletiinae fue creada en 1976 por
Cuatrecasas™ y estd conformada por ocho géneros y
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aproximadamente 180 especies que anteriormente estaban
ubicadas en el género Espeletia. El género Espeletiopsis
estd integrado por 20 especies, distribuidas en Colombia y
Venezuela, siendo Espeletiopsis angustifolia Cuatrec. una
de las seis especies reportadas para nuestro pais.

En las Gltimas tres décadas, nuestro grupo de investigacion
ha mostrado interés por el estudio de las principales
especies de frailejon que crecen en los pdramos del Estado
Mérida, con la finalidad de aportar nuevos conocimientos
sobre su fitoquimica y su posible actividad bioldgica.

En relacion a la especie en estudio, hasta el momento solo
se ha reportado la composicion quimica y la actividad
antibacteriana de sus aceites esenciales contra las cepas
Staphylococcus aureus y Streptococcus feacalis®.

En el presente trabajo se muestran los primeros resultados
en relacion al andlisis fitoquimico de las hojas de E.
angustifolia Cuatrec.

Parte experimental
Material vegetal

Espeletiopsis angustifolia Cuatrec. se recolectd en el
Paramo San José de Acequias, Estado Mérida, en Junio de
2008, a 2870 m.s.n.m. (8° 21.002 N, 71° 18.443 W). La
planta fue identificada por el Ing. Forestal Juan Carmona.
Una muestra testigo (LBR 040) se deposito en el herbario
MERF de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
Universidad de Los Andes.

Obtencidn del extracto de hexano-éter

Las hojas de E. angustifolia se secaron en la estufa a 40 °C
durante una semana. A partir del material seco y molido
(740 g) se realiz6 una extraccién con n-hexano-éter etilico
(3:1) a temperatura ambiente por 4 dias. El extracto crudo
se concentrd hasta sequedad, obteniéndose un residuo
sOlido de 41 g.

Aislamiento de los acidos kaurénicos

El extracto crudo se disolvid en n-hexano-éter etilico (3:1)
y se agitd con una solucién al 5% de NaOH. La fase
acuosa resultante se acidific6 con HCI concentrado hasta
pH 3 y se agité con n-hexano-éter etilico (3:1), obtenién-
dose 720 mg de fraccién acida. Por otra parte, la fraccion
neutra obtenida se decolor6 mediante ebullicion con
carbdn activado en hexano y posteriormente se purificé a
través de una columna de silicagel, obteniéndose 1,53 g de
material sélido.

Analisis por Cromatografia de Gases - Espectrometria de
Masas (CG-EM)

Una pequefia porcion (10 mg) de la fraccion acida fue
sometida a metilacion con diazometano generado in situ en
solucion etérea'®™® y posteriormente se analiz por CG-

EM, usando una columna capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mm
d.i, 0,25 um de espesor de pelicula). Como gas portador se
utilizé helio a razon de 0,9 mL/min. Las condiciones
utilizadas fueron las siguientes: temperatura inicial = 250
°C, con un incremento de 5°/min hasta 300 °C.

Los ésteres metilicos de los derivados del kaureno
presentes en la fraccion &cida se identificaron por
comparacion de los tiempos de retencién y los espectros de
masas de cada uno de los componentes con patrones
existentes en el Instituto de Investigaciones de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Resultados y discusion

El andlisis por CG-EM de la fraccion acida metilada con
diazometano, permitio la identificacion de varios acidos
kaurénicos presentes en la resina de E. angustifolia. Los
tiempos de retencion y la abundancia relativa de los ésteres
metilicos de los acidos kaurénicos identificados se pueden
observar en la tabla 1, y sus respectivas estructuras se
muestran en la figura 1.

3 4: R =H
5: R = COCH,
6: R = isopentilo

Figura 1: Estructuras de los &cidos kaurénicos identificados en
la fraccion &cida de la resina de Espeletiopsis angustifolia
Cuatrec.

Los diterpenos de tipo kaureno: &cido ent-kaur-9(11),16-
dien-19-oico (&cido grandiflorénico, 1, &cido ent-kaur-16-
en-19-oico (&cido kaurénico, 2), &cido ent-kaur-19-oico
(&cido kaurénico, 3), acido ent-15a-hidroxi-kaur-16-en-
19-oico (4cido grandiflordlico, 4), é&cido ent-15-O-
acetoxi-kaur-16-en-19-oico, 5 y 4acido ent-15¢-O-
isovaleroxi-kaur-16-en-19-oico, 6, representan  los
principales componentes de la fraccion acida (56,8% del
total de la misma, figura 1) y todos ellos han sido
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reportados en varias especies de los géneros Espeletia,
Coespeletia, Libanothamus y Ruilopezia de la subtribu
Espeletiinae, lo que indica la estrecha relacién existente
entre los diferentes tipos de frailejones.

Los &cidos mas abundantes encontrados en las hojas de E.
angustifolia resultaron ser: el &cido kaurénico 2 (18,6%) y
el é&cido ent-15¢-O-isovaleroxi-kaur-16-en-19-oico 4
(16,2%). EI restante 43% de dicha fraccion corresponde a
otras sustancias 4acidas minoritarias, posiblemente
derivados del kaureno que no se han podido identificar.

A partir de la fraccion neutra del extracto de las hojas se
logré identificar por CG-EM ent-kaur-16-en-19-ol
(kaurenol, 7, figura 2) con una abundancia de 32,7%),
mientras que el 67,2% corresponde a ceras (serie de n-
alcanos de Cy a Cs;), observandose el predominio de las
cadenas con numero impar de atomos de carbono:
heptacosano (38,3%), nonacosano (20,9%) y entriacontano
(4,6%), como se muestra en la tabla 2.

Los resultados obtenidos concuerdan con estudios previos
que sefialan que la mayoria de las plantas superiores

terrestres producen en sus hojas abundantes n-alcanos de
cadena larga (Cy; a Css), los cuales son biosintetizados con
una significativa preferencia de las cadenas con nimero
impar de atomos de carbono sobre las de numero par,
siendo las mas abundantes las de C,7, Cy Y Cs1, Y CON UN
valor de CPI (indice de preferencia de carbono) mayor de
5%, lo que conlleva consideraciones fitogquimicas o
fisiologicas importantes para la planta®.

\\\ H
CH,0OH
7

Figura 2 Estructura del kaurenol, identificado en la fraccion
neutra de la resina de Espeletiopsis angustifolia Cuatrec.

Tabla 1: Acidos kaurénicos presentes en la resina de Espeletiopsis angustifolia Cuatrec. (fraccion acida) analizados como ésteres

metilicos.
Ne Componentes TR Area
(min) %
1 ent-(-)-kaur-9(11),16-dien-19-metil éster 3,29 4,5
2 ent-(-)-kaur-16-en-19-metil éster 3,76 18,6
3 No identificado (m/z 355, 330, 315, 281, 255, 207) 4,48 2,9
4 No identificado (m/z 330, 281, 276, 253, 207) 4,77 1,8
5 No identificado (m/z 332, 314, 281, 253, 207) 4,86 1,9
6 ent-(-)-kauran-19-metil éster 5,01 4,9
7 ent-15¢-hidroxi-(-)-kaur-16-en-19-metil éster 5,18 9,2
8 No identificado (m/z 328, 281, 253, 207) 531 2,2
9 No identificado (m/z 325, 281, 253, 207) 5,37 2,5
10 No identificado (m/z 332, 314, 281, 255, 207) 5,46 4,9
11 No identificado (m/z 378, 355, 281, 253, 207) 5,85 3,7
12 No identificado (m/z 378, 360, 345, 303, 281, 253, 207) 5,99 3,8
13 No identificado (m/z 372, 330, 303, 281, 253, 207) 6,04 4,6
14 No identificado (m/z 376, 355, 331, 281, 253, 207) 6,25 3,2
15 ent-15¢-0O-acetoxi-(-)-kaur-16-en-19-metil éster 6,50 3,4
16 No identificado (m/z 374, 355, 314, 281, 255, 207) 6,75 58
17 ent-15a-O-isovaleroxi-(-)-kaur-16-en-19-metil éster 7,65 16,2
Total: 94,1

Los n-alcanos son altamente resistentes a la degradacion
bioquimica, por lo que pueden estar asociados al detritus
de las plantas y formar parte de los sedimentos de los

lagos. Ademas, los n-alcanos de Cy Yy Csz son
considerados tradicionalmente como biomarcadores para
las plantas superiores®.
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Tabla 2: Componentes identificados en la fraccion neutra obtenida de la resina de Espeletiopsis angustifolia Cuatrec.

Ne Componentes TR Area
(min) %

1 ent-(-)-kaur-16-en-19-ol (kaurenol) 3,75 32,7

2 hexacosano (Ca6Hs4) 5,16 2,1

3 heptacosano (Ca7Hs6) 5,95 38,3

4 octacosano (CagHss) 6,71 1,3

5 nonacosano (CagHe0) 7,71 20,9

6 triacontano (CaoHe2) 8,68 t

7 entriacontano (Ca1Hga) 9,69 4.6
Total: 99,9

Conclusiones

Esta investigacion constituye el primer estudio fitoquimico
realizado a Espeletiopsis angustifolia Cuatrec., y en él se
demostr6 que al igual que otras muchas especies
pertenecientes a la subtribu Espeletiinae (familia
Asteraceae), sus hojas producen principalmente diterpenos
de tipo kaureno.

El andlisis de la fraccion &cida permitio la identificacion
de 6 &cidos de la serie ent-kaur-19-oico (correspondiente al
56,8 % del total); adicionalmente, en la fraccion neutra se
encontré una cantidad importante del alcohol ent-kaur-16-
en-19-ol (kaurenol, en un 32,7 %). El analisis de los
ésteres metilicos por CG-EM mostré que los acidos ent-
kaurénico (18,6%) y ent-15qa-O-isovaleroxi-kaur-16-en-
19-oico (16,2%) son los acidos mas abundantes en esta
especie, mientras que el cido 15 a-hidroxi-kaur-16-en-19-
oico resulté ser el tercero en abundancia, con 9,2%. Este
altimo compuesto es de gran interés, ya que puede ser
utilizado para obtener &cido 15-oxo-kaurénico, sustancia
que produce apoptosis de las células epiteliales del cancer
de préstata’ y que generalmente es muy escaso en la
mayoria de las especies de frailejon examinadas
fitoquimicamente en nuestro laboratorio.

Por otra parte, se detectaron en pequefias cantidades otros
11 compuestos que no fue posible identificar debido a que
no se disponia de patrones de comparacion. Cualquier
tentativa de identificacion solamente en base al espectro de
masas no seria sustentable. Es necesario aislar cada
compuesto y analizarlo mediante resonancia magnética
nuclear para elucidar su estructura, una labor que no es
posible realizar con las pequefias cantidades disponibles en
el presente estudio.
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