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Abstract: The objective of the work was to study the cytotoxic effect of ent-kaurene acid derivatives
obtained from Coespeletia moritziana (Sch. Bip. Ex Wedd.) Cuatrec., After analysis by GC/MS, IR and
NMR. Isolating: kaurenic acid (1), grandifloric acid (l1), 15-a-hydroxy kaurenic acid (III), 15 a-acetoxy-
kaur 16-en-19-oic acid (1V), Kaurenol (V); and by hemisynthesis: 15,16-epoxy-17-acetoxy-kauran 19-oic
acid (VI), 15-oxo-ent-kaur-16-en-19-oic acid (V1II), ester 2,3,4,6 -15-oxo-kaur-16-en-19-oic acid acetyl
a-D-pyranosyl tetra-tetra (VII). Cytotoxicity was tested in human cancer cell lines: uterus (HelLa), lung
(A-549), breast (MCF-7), African green monkey kidney non-tumor line (Vero) and human peripheral
blood mononuclear cells (CMPS). Compound (1) was active against HeLa, A-549 and Vero. Compounds

(I and VIII) showed moderate and good (ICs50 < 9 uM) cytotoxicity, respectively, against the five cell
lines. Compound (V) showed moderate activity against A-549 and compound (V11), slight cytotoxicity
against HeLa and A-549. Results that show the cytotoxic specificity of the isolated kaurenes and
derivatives of Coespeletia moritziana and their therapeutic potential.

Keywords: Coespeletia moritziana; Asteraceae; Kaurenic acid; 15,16-epoxy-17-acetoxy-kauran 19-oic
acid; 15-oxo-ent-kaur-16-en-19-oic acid

Resumen: El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto citotoxico de derivados del acido ent-kaureno
obtenidos de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec., previo analisis mediante GC/MS, IR
y RMN. Aislandose: acido kaurénico (l), acido grandiflorénico (1), acido 15-a-hidroxi kaurénico (I11),
acido 15 a-acetoxi-kaur 16-en-19-oico (IV), Kaurenol (V); y por hemisintesis: acido 15,16-epoxi-17-
acetoxi-kauran 19-oico (VI), acidol5-oxo-ent-kaur-16-en-19-oico (VIII), éster 2,3,4,6-tetra acetil a-D-
piranosilo del acido 15-oxo-kaur-16-en-19-oico (VII). La citotdxicidad fue ensayada en lineas celulares
cancerosas humanas: Utero (HeLa), pulmén (A-549), mama (MCF-7), linea no tumoral de rifion de mono
verde africano (Vero) y células mononucleares humanas de sangre periférica (CMPS). EI compuesto (1)
resulté activo frente a HeLa, A-549 y Vero. Los compuestos (II y VIII), mostraron moderada y buena
(ICs0 < 9 uM) citotoxicidad respectivamente, frente a las cinco lineas celulares. EI compuesto (V)
presentd moderada actividad frente a A-549 y el (VII), leve citotoxicidad frente a HelLa y A-549.
Resultados que evidencian la especificidad citotoxica de los kaurenos aislados y derivados de Coespeletia
moritziana y su potencial terapéutico.

Palabras clave: Coespeletia moritziana; Asteraceae; Acido kaurenico; Acido 15,16-epoxi-17-acetoxi-
kauran 19-oico; Acido15-oxo-ent-kaur-16-en-19-oico
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INTRODUCCION

Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)
Cuatrec., es una planta resinosa perteneciente a la
familia Asteraceae que crece por encima de los 2900
m de altitud en la zona andina de Venezuela
(Cuatrecasas, 1976). Posee hojas subcoriaceas y
rigidas de 20 a 45 cm de largo y 1-2 cm de ancho que
poseen un denso indumento amarillo-dorado en
ambas superficies. Esta especie presenta flores
solitarias y nutantes de color rojo con un diametro de
4 a 5 cm sobre tallos florales simples y erectos
(Aristeguieta, 1964). Los campesinos de la zona la
conocen con el nombre de frailején amarillo y por sus
aportes en la medicina tradicional.

Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)
Cuatrec., pertenece a la subtribu Espeletiinae, la cual
estd integrada por ocho géneros, distribuidos entre
Colombia, Ecuador y WVenezuela. Las especies
pertenecientes a esta subtribu son conocidas
popularmente como frailejones (Cuatrecasas, 1976).
Todas presentan como metabolitos secundarios,
derivados diterpénicos de tipo kaureno, siendo el
acido kaurénico el principal ndcleo encontrado en
esta subtribu. Este &cido y sus derivados han sido
estudiados ampliamente, mostrando una variedad de
propiedades bioldgicas independientemente  del
origen de la fuente de obtencién. Entre sus
propiedades se han descrito: anti-inflamatoria (Sosa
et al., 2010; Hueso-Falcon et al., 2011; Costa et al.,
2015; Zhang et al., 2017; Aimond et al., 2020);
antibacteriana (Pereira et al., 2012; Villa-Ruano et
al., 2013; Costa et al., 2015; Rodrigues et al., 2016;
Lock et al., 2016; Muleya et al., 2017; Cordero et al.,
2017; Pfeifer et al., 2019; Cicek, et al., 2020);
antifdngica (Costa et al., 2015); antiparasitaria
(Brito et al., 2006; Bustos-Brito et al., 2015; Costa et
al., 2020); hipoglucemiante (Lock et al., 2016);
antioxidante (Mendoza et al., 2017); analgésica
(Montiel-Ruiz et al., 2020); anti-artritica (Hong et
al., 2019); genotédxica (Dos Santos et al., 2017;
Ferreira et al., 2020); citotoxica (Cordero et al., 2012;
Cuca et al., 2011; Dutra et al., 2014; Vargas et al.,
2015; Wu et al., 2017; Guetchueng et al., 2017;
Muleya et al., 2017; Da Costa et al., 2018; Pfeifer et
al., 2019; Ferreira et al., 2020; Aimond et al., 2020).

Estudios previos realizados a la especie
Coespeletia moritziana descubren la presencia de
derivados del kaurano, ent-kaur-16-ene, 19-hidroxi-
ent-kaur-16-eno, 19-oxo-ent-kaur-16-ene y acido ent-
kaur-16-ene-19-oico  (Bohlmann et al., 1980;
Usubillaga y Morales., 1972). Asi mismo, los
componentes volatiles de la Coespeletia moritziana,
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también han sido estudiados, revelan la presencia de
monoterpenos (Aparicio et al., 2002; Ibafiez y
Usubillaga, 2006). Entre las actividades biol6gicas
descritas para estos metabolitos se encontrd que en
experimentos in vivo en ratones, la sal sddica del
acido kaurénico actua contra el melanoma murino
reduciendo el tamafio del tumor, prolongando la
sobrevivencia y reduciendo la metéstasis (Usubillaga
et al., 2003). Por otra parte, Ruiz et al., 2008,
encontraron que el acido 15-oxo-kaur-16-en-19-oico
produce apoptosis en las células epiteliales del cancer
de préstata. Ademas de estos estudios realizados en
Venezuela, hay diversos reportes de la actividad
citotoxica de estas sustancias frente a varios tipos de
lineas celulares, como leucemia (Hui et al., 1989),
cancer de mama, (Fatope et al., 1996), asi como
cancer de piel, de ovario y de colon (Ryu et al.,
1996).

El interés por la evaluacion del potencial
bioldgico de los diterpenos naturales y sus derivados
naturales o por sintesis quimica ha generado
continuos e importantes aportes. (Henry et al., 2006),
a partir de hojas de Laetia thamnia, (Flacourtiaceae),
lograron aislar &cido kaurénico, 4&cido ent-3-4-
hidroxi-kaur-16-eno, 19-oico ent-kaur-16-en-3a, 19-
diol y é&cido 17-hidroxi ent-kaur-15-en-19-oico, y
estudiar su actividad citotoxica frente varias lineas
celulares, tales como: 22Rv1, LNCap (Céancer de
prostata), HT29, HCT116, SW620, SW480 (Cancer
de colon) y MCF-7 (Cancer de mama), determinando
que todos estos compuestos presentaron cierta
actividad citotoxica a diferentes concentraciones
inhibitorias al 50% (ICso) que fluctuaron entre (6 y 50
pMg/mL). Sin embargo, dos de estos compuestos, el
acido 3-g-hidroxi ent-kaur-16-eno-19-oico con una
ICso de (12,83 pug/mL) y el &cido 17-hidroxi ent-kaur-
15-en-19-oico con una ICsp de (17,63 pg/mL),
mostraron ser altamente activos frente la linea celular
de céncer de prostata LNCaP.

Dutra et al., 2014, estudiaron la actividad
citotdxica de los diterpenos de la corteza del tallo de
Annona vepretorum frente células tumorales: B16-
F10 (melanoma de ratén), HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano), HL-60 (leucemia
promielocitica humana) y K562 (mielocitica cronica
humana). Entre los compuestos estudiados, el ent-3p-
hydroxy-kaur-16-en-19-al fue mas activo con mayor
efecto citotoxico frente la linea celular K562 (IC50
de 2,49 pg/mL) y menor efecto frente la linea celular
B16-F10 (IC50 de 21,02 pg/mL). (Zhang et al.,
2017), evaluaron el &cido Kaurenoico aislado de la
planta Wedelia prostrata y 15 derivados de semi-
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sintesis frente células tumorales humanas de colon
(SW620 y SwW480), pancreas (PANC-1 y BxPC-3),
estdbmago (SGC-7901), es6fago (Eca-109) y leucemia
(K562 y HL-60). Determinando que acido
Kaurenoico fue inactivo frente a las lineas celulares
tumorales; sin embargo, los derivados que contienen
cetona o, P-insaturada presentaron  actividad
citotoxica. Cinco compuestos con una sustitucion en
la posicion C-4 mostraron ejercer inhibicion
significativa frente las lineas celulares tumorales
descritas, mientras que en el compuesto sin la
sustitucion en la posicién C-4 fue menos activo frente
las mismas lineas tumorales. Las células de cancer de
colon SW620 fueron altamente susceptibles a todos
los derivados estudiados. Por otra parte, (Wu et al.,
2017), aislaron un nuevo ent diterpenoide -kaurane,
11 B, 16 a -dihydroxy- ent acido -kauran-19-oico y
ocho analogos conocidos de las partes aéreas de
Wedelia prostrata. A partir del acido kaurenoico, se
obtuvo siete derivados. Todos los compuestos se
evaluaron para determinar su actividad citotoxica in
vitro frente las lineas celulares de céncer: leucemia
humana (K562), higado (HepG - 2) y estomago (SGC
- 7901). Solo cuatro derivados del acido kaurenoico,
con 15-ceto y sustituciones en la posicion C-19,
exhibieron actividades citotoxicas notables frente las
lineas célulares tumorales con un valor de Clso que
vario de (0,05 a 3,71 puM). Los compuestos con
oxima en C-15 mostraron efectos inhibidores
moderados. Mientras que, el derivado éster 4-
piperdin-1-ilbutilico del acido 15 - oxokaurenoico,
indujo la muerte celular apoptética tipica en las
células SW480 del colon.

En vista de la actividad biolégica que poseen
los kaurenos, se decidié aislar algunas de estas
sustancias de la Coespeletia moritziana y sintetizar
otras para realizar estudios sobre la actividad
citotoxica in vitro frente ciertas lineas celulares
humanas: HelLa (carcinoma epitelial de cuello de
Utero humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama),
A-549 (carcinoma de pulmén humano), la linea
celular no tumoral de rifidn de mono verde africano
(Vero) y al mismo tiempo estudiar la viabilidad
celular con células mononucleares humana de sangre
periférica (CMPS).

MATERIALES Y METODOS

Procedimientos analiticos

Cromatografia en columna (CC)

Se utilizéd gel de silice de 60-200 mesh, de la casa
Scharlau. Las columnas se desarrollaron utilizando
solventes solos 0 mezclas de solventes de polaridad
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creciente hexano-éter dietilico, hexano- acetato de
etilo.

Cromatografia en capa fina (CCF)

Para la cromatografia en capa fina analitica se
utilizaron placas de gel silice 60 sobre soporte de
aluminio de la casa Merck, WF 254 (0,25 mm de
espesor). Las placas se desarrollaron con los sistemas
eluyentes adecuados y se revelaron rociandolas con
reactivo de &cido fosfomolibdico y acido sulfdrico,
después de calentadas en corriente de aire a unos
100°C aproximadamente, por algunos minutos hasta
poder visualizar las manchas de color azul oscuro y
rojo respectivamente.

Infrarrojo (IR)

Para la obtencidn de los espectros Infrarrojo se utilizo
un espectrometro FT-IR Perkin Elmer, modelo FT-
1725X, empleando pastillas de KBr.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de la resonancia magnética nuclear
protonica y los experimentos uni y bidimensionales
se realizaron en un equipo Bruker-Avance DRX 400,
a 400 y 100 MHz, respectivamente. Se utilizaron
solventes deuterados (CDCls, CsNDg). Los anélisis se
realizaron en el Laboratorio de Resonancia
Magnética Nuclear, Facultad de Ciencias de la
Universidad de Los Andes.

Espectrometria de gases-masas

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. 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.
Algunos compuestos fueron identificados mediante
comparacién directa con patrones puros existentes en
el laboratorio.

Punto de fusion
Fue determinado en un instrumento digital
Electrothermal con capacidad de 350°C.

Aislamiento y obtencién de derivados

Se recolectaron 17,2 Kg de Coespeletia moritziana en
el paramo de Piedras Blancas (Muestra testigo AU-
28, Herbario MERF Facultad de Farmacia y
Bioanalisis - Universidad de Los Andes, Venezuela).
Las hojas se secaron y molieron obteniéndose 4,9 kg

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas / 406



Cordero et al.

de material vegetal seco y molido que se extrajo a
temperatura ambiente con una mezcla de hexano-éter
dietilico (4:1) v/v. El extracto etéreo se agitd con una
solucion (0,5) Molar de hidréxido de sodio (> 98%).
A la fase acuosa, que contenia los &cidos kaurénicos
en forma de sales sddicas, se agreg6 acido clorhidrico
hasta alcanzar un pH de 3, formandose un precipitado
blanco constituido por los acidos kaurénicos libres,
que se filtro y se someti6 a cromatografia flash sobre
silica gel con hexano y mezclas de hexano/acetato de
etilo, toméandose fracciones de 100 mL. Las distintas
fracciones se inspeccionaron por cromatografia sobre
capa fina y se reunieron de acuerdo a su perfil
cromatogréfico, rindiendo una mezcla de dos
sustancias, acido kaurénico () puro y el &cido
grandiflorénico (I1). Se continud eluyendo la columna
con mezclas cada vez méas polares de hexano/acetato
de etilo, obteniéndose una mezcla, que se tratd sobre
una nueva columna. La elucién de esta columna
produjo acido 15a-hidroxi kaurénico (I11) y el &cido
15a-acetoxi-kaurenico (V). El derivado &cido 15,16-
epoxi-17-acetoxi-kauran 19-oico (VI) se obtuvo
como subproducto de la hidroxilacion alilica del
acido kaurénico con didxido de selenio y peréxido de
hidrogeno, segun la técnica de (Aparicio et al., 2007),
y posterior acetilacion del derivado obtenido (&cido
15,16-epoxi-17-hidroxi-kauran 19-0ico), con
anhidrido acético-piridina. Por otra parte, el derivado
acido 15-oxo-kaur-16-en-19-oico (VIII) se origind
por oxidacion del acido 15a-hidroxi kaurénico (I11)
con el reactivo de Sarett. La fase etérea del extracto
original que habia sido sometido a agitacion con
hidroxido de sodio se concentr6 e inspecciond
mediante cromatografia en capa fina, evidenciandose
la presencia de kaurenol (V), kaurenal y ceras. Se
tom6 20 gramos de esta mezcla y se sometié a
cromatografia sobre columna de silica gel, su elucion
con hexano permitié aislar el kaurenol (V). El éster
glucosidico del 4&cido 15-oxo-kaur-16-en-19-oico
(V1) se obtuvo, a partir del acido 15-oxo-kaur-16-en-
19-oico (VIII), utilizando la técnica de (Visbal et al.,
2004).

Actividad biolégica

Ensayo citotoxico con lineas celulares establecidas
La actividad citotoxica de los compuestos fue
evaluada frente a lineas celulares de carcinomas
humanos: de cérvix uterino (HelLa), de mama (MCF-
7), de pulmon (A-549) y la linea celular no tumoral
de rifion de mono verde africano (Vero). Todas las
células fueron cultivadas en monocapa, en medio
DMEM (medio de cultivo de Dubelco) suplementado
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con un 10% de suero bovino fetal (D-10%)
inactivado a 56°C durante 30 minutos (4 mM) de L-
glutamina, 0,2 mg/mL de antimicético (&cido p-
hidroxi benzoico butil éster) y una mezcla de
antibidticos (100 pg/mL de penicilina y 100 pg/mL
de estreptomicina). Los cultivos celulares se
incubaron en condiciones estables de temperatura
(37°C), con una humedad relativa del 98% y presién
parcial de CO; del 5%. Se utilizaron placas de 96
pozos de fondo plano que fueron sembradas con las
células adherentes (1x10* células/pozo) en medio
DMEM con suero al 5% e incubadas 24 horas.
Seguidamente, el medio fue succionado y sobre
2x10* células/pozo se depositaron 200 pL de los
productos a ensayar a concentraciones de (40, 20, 10,
5, 1y 0,1) uM, disueltos en el mismo medio.

Como control negativo, se utilizaron pozos
carentes de producto y con Dimetilsulféxido (DMSO)
a una concentracion equivalente a la maxima
utilizada en los cultivos problema, sin que nunca se
superara el 0,8 % v/v. Como blanco, solamente se usé
medio de cultivo y como control positivo
mercaptopurina.

Transcurridas 48 horas de incubacion se
determiné la tasa de supervivencia celular, para lo
cual, se afiadié 20 uL de solucién de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT)
en cada pozo, se incubd durante 3 horas y después de
eliminar el medio por aspiracion, se afiadié 150 pL de
DMSO para disolver los cristales de formazan
formados por las células vivas.

La densidad oOptica del color desarrollado se
midié en un espectrofotémetro ELISA (Infinite
M200, Tecan) a una longitud de onda de 550 nm y
los resultados fueron expresados como Clsg
(concentracién requerida para reducir el nimero de
células viables al 50%) en uL. Todos los ensayos
fueron realizados por duplicado.

Las células mononucleares humanas de
sangre periférica (CMSP) fueron obtenidas de sangre
periférica de un donante sano, por venopuncién en el
antebrazo. La alicuota fue diluida v/v con una
solucion buffer fosfato salina (PBS) y sometida a
separacion lenta para la obtencion de los linfocitos
(ficoll-hypaque) (Miltenyi et al., 1990; Hansel et al.,
1991), centrifugadas a 2000 rpm durante 30 min a
18°C. Transcurrido este tiempo se extrajo la capa
media de la separacion resultante, la cual contenia las
CMSP. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS y
centrifugadas (1300 rpm por 10 min a 18°C). Después
del ualtimo lavado se resuspendieron en 5 mL de
medio de cultivo MEM (Medio Esencial Minimo)
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suplementado con 5% de suero bovino fetal (SFB) y
antibioticos (penicilina - estreptomicina, Sigma). Las
células fueron resuspendidas en medio hasta lograr
una concentracion final de 2 x 106 cel/mL y 100 pL
de esta suspension celular fue colocada en cada pozo
de una placa de poliestireno de 96 pozos de fondo
plano e incubadas durante 48 horas a 37°C, en
atmésfera humeda con 5% CO, con las
concentraciones de 0,05; 0,5; 5 y 50 pg/mL por
compuesto estudiado.

Finalizado el periodo de incubacion se
determiné la viabilidad celular por el método de
exclusion con el colorante trypan blue (Freshney,
1987, Coligan et al., 1995) a una concentracion
méaxima de 170 uM. El azul tripan es un colorante
vital, soluble en agua, altamente toxico, que se
introduce en el interior de las células que presentan
ruptura o dafio en la membrana plasmaética. Las
células que aparecen en el microscopio, de color azul,
son consideradas no viables. Sin embargo, las células
vivas son capaces de excluir activamente este
colorante, y, por tanto, mantienen su color original
translicido o blanco. Se tomaron 100 pL de cultivo
celular, el cual se colocé en un tubo de tipo
eppendorf de 1,5 mL con un volumen equivalente
100 pL de solucion de azul tripan al 0,4% (Sigma-
Aldrich) y se incubaron durante aproximadamente
unos 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se tomd una muestra de 10 pL de la
mezcla y se coloc6 sobre una cdmara de Neubauer, se
procedio al recuento de las células vivas (blancas) y
muertas (azules) utilizando un microscopio invertido
Olympus CKX53.

La concentracion inhibitoria de crecimiento
50 (Clso) se hall6 mediante un andlisis de regresion
lineal (ecuacién de la recta: y = a + bx). El indice de
selectividad se calcul6 por la relacion de Clso (células
de control)/Clsy (linea de células tumorales). Un
indice de selectividad mayor a 1 indica que la
citotoxicidad sobre células tumorales supera a la de
las células control, si el indice es menor que uno,
indica lo contrario.

RESULTADOS
La caracterizacion de los compuestos aislados (I, II,
I, 1V, V) y de los hemisintetizados (VI, VIII, VII)
elucidados a partir de extractos de las hojas de
Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)
Cuatrec., se muestran en la Figura N° 1.

A continuacion, se indican los valores
espectroscépicos de los compuestos puros aislados de
Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)
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Cuatrec., comparados con patrones auténticos, y los
formados a través de hemisintesis.

Compuesto | (4cido kaurénico)

IH NMR (300 MHz, CDCls) d: 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). 3C
NMR (75 MHz, CDCls) 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 n/cm™: 2985 (C-H),
1712 (C=0) (KBr).

Compuesto Il (acido grandiflorénico)

IH NMR (300 MHz, CDCls) d: 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). 3C NMR (75 MHz, CDCls) 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), 114,9 (C-11), 15,6 (C-20). EI-MS m/z: 300. IR
viem: 2990 (C-H), 1705 (C=0) (KBr).

Compuesto 111 (acido 15-alfa-hidroxi-ent-kaur-16-
en-19-oico)

IH NMR (300 MHz, CDCls) d: 2,72 (1H, s, H-13),
3,79 (1H, s, H-15), 5,09-5,19 (2H, s, H-17a,b), 1,24
(3H, s, H-18), 0,94 (3H, s, H-20); *C NMR (75
MHz, CDCls) d: 160,3 (C-16), 108,7 (C-17), 183,2
(C-19), 57 (C-5), 53,3 (C-9), 82,8 (C-15), 47,7 (C-8),
42,2 (C-13), 35,1 (C-7), 40,6 (C-1), 36,2 (C-14), 39,8
(C-10), 43,6 (C-4), 37,6 (C-3), 32,5 (C-12), 28,9 (C-
18), 20,9 (C-6), 19,0 (C-2), 18,2 (C-11), 15,8 (C-20);
EI-MS m/z: 318; IR v/cm™: 2990 (C-H), 1715 (C=0)
(KBF).

Compuesto IV (acido 15-alfa-acetoxi-ent-kaur-16-
en-19-oico)

'H NMR (300 MHz, CDCls) d: 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, CDCls) 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:
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360; IR v/cm™: 2990 (C-H), 1733 (C=0), 1699
(C=0) (KBr).

& 'CooH

Acido kaurénico (I)

17

& "COOH

& "cgoorq o
Acido 15 a-hidroxi-kaur- 16-en19-oico (III)

1
Acido 15 a-acetoxi-kaur-16- en19-oico (IV)

"’%HZOH
Kaurenol (V)

s 19

Acido 15.16-epoxi-17-acetoxi-kauran 19-oico (VI) Acido 15-oxo0-ent-kaur-16en-19-oico (VIII)

AcOH,C
o
AcO o xS
AcO OAG \”19 18
o

Ester 2, 3, 4, 6-tetra-acetil-a-D-piranosilo del acido 15-oxo-kaur-16-en-19-oico (VII)

Figura N° 1
Compuestos aislados y hemisintetizados a partir de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec.

Compuesto V (Kaurenol)

59,9 (C-5), 59,2 (C-9), 49,1 (C-15), 44,2 (C-8), 44,0
!H NMR (300 MHz, CDCls) d: 0,76 (2H, dt, H-1),

(C-13), 41,7 (C-7), 40,5 (C-1), 39,7 (C-14), 39,3 (C-

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 (75 MHz,
CDCls) d: 1559 (C-16), 103 (C-17), 65,6 (C-19),

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 v/icm™: 3395, (O-H), 2960 (C-H),
1660 (C=C) (KBr).
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Compuesto VI 17-acetoxi-
kauran-19-oico)

'H NMR (300 MHz, CDCls) d: 2,85 (1H, s, H-15),
4,65-4,68 (1H, d, H-17a), 4,06-4,09 (1H, d, H-17b),
1,24 (3H, s, H-18), 0,92 (3H, s, H-20), 2,09 (3H, s,
H-22); *C NMR (75 MHz, CDCls) d: 62,2 (C-16),
62,3 (C-17), 183,8 (C-19), 56,8 (C-5), 49,3 (C-9),
65,2 (C-15), 43,4 (C-8), 35,8 (C-13), 35,7 (C-7), 40,8
(C-1), 37,4 (C-14), 39,6 (C-10), 43,9 (C-4), 32,0 (C-
3), 26,5 (C-12), 29,1 (C-18), 20,9 (C-6), 19,1 (C-2),
18,4 (C-11), 15,4 (C-20), 171,1 (C-21), 207,0 (C-22);
EI-MS m/z: 376,49; IR n/cm: 2990 (C-H), 1715
(C=0), 1704 (C=0) (KBtr).

(4cido  15,16-epoxi

Compuesto VII (Ester 2,3,4,6-tetra acetil a-D-
piranosilo del &cido 15-oxo-kaur-16-en-19-o0ico)

'H NMR (400 MHz, CDCls3) d: 5,74 (1H, d, H-1"),
3,04 (1H, s, H-13), 5,93-5,25 (2H, s, H-17a,b), 1,26
(3H, s, H-18), 0,98 (3H, s, H-20); C NMR (75
MHz, CDCls) d: 149,5 (C-16), 114,7 (C-17), 175,6
(C-19), 56,3 (C-5), 51,6 (C-9), 210,0 (C-15), 52,6 (C-
8), 38,2 (C-13), 33,8 (C-7), 39,9 (C-1), 36,7 (C-14),
40,4 (C-10), 44,2 (C-4), 37,8 (C-3), 32,4 (C-12), 28,9
(C-18), 20,0 (C-6), 19,0 (C-2), 18,5 (C-11), 16,0 (C-
20); 91,3 (C-17), 70,4 (C-27), 73,2 (C-37), 68,3 (C-4"),
72,6 (C-5%), 61,8 (C-6"), ~20,8 (CH3COO), ~170,0
(C=0) EI-MS m/z: 646,72; IR n/cm™: 3440 (C=0),
1724 (C=0), 1690 (C=0), 1644 (C=C) (KBIr).

Compuesto VIII (acido 15-oxo-ent-kaur-16-en-19-
0ico)

IH NMR (400 MHz, CDCls) d: 3,05 (1H, s, H-13),
2,38 (2H, dd, H-14), 5,94-5,25 (2H, s, H-17a,b), 1,26

Tabla 1

Efecto citotdxico de diterpenos de Coespeletia moritziana

(3H, s, H-18), 1,06 (3H, s, H-20); 3C NMR (75
MHz, CDCls) d: 149,7 (C-16), 114,6 (C-17), 184,1
(C-19), 56,3 (C-5), 51,7 (C-9), 210,8 (C-15), 52,7 (C-
8), 38,3 (C-13), 33,8 (C-7), 40,5 (C-1), 36,7 (C-14),
40,1 (C-10), 43,9 (C-4), 36,7 (C-3), 32,3 (C-12), 29,1
(C-18), 20,2 (C-6), 19,0 (C-2), 18,5 (C-11), 15,7 (C-
20); EI-MS m/z: 316; IR nfcm: 3440 (C=0), 1724
(C=0), 1690 (C=0), 1644 (C=C) (KBr).

Las Figuras N° 2 (A-B), muestran los
espectros de RMN *H y RMN 3C y las Figuras N° 3
(A-B), los espectros bidimensionales, que
permitieron caracterizar del &cido 15,16-epoxi-17-
acetoxi-kauran 19-oico V1), derivado
hemisintetizado del &cido ent-kaureno aislado de
Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)
Cuatrec.,, el cual no ha sido reportado como
subproducto en ninguna reaccion.

Por otra parte, se determinaron caracteristicas
generales del acido 15, 16-epoxi 17- acetoxi- kauran-
19-oico (VI) como: Férmula molecular CgzH320s,
Peso molecular (376,49 g/mol), punto de fusion
187°C, solubilidad (en cloroformo), color (incoloro)
y olor (inodoro).

La Tabla N° 1 muestra los resultados de las
ICso de la actividad citotdxica de los compuestos
aislados y hemisintetizados a partir de Coespeletia
moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec., frente
lineas celulares tumorales, células Vero y CMPS
incorporados en fase inicial de crecimiento celular y
cultivadas durante 48 horas.

Actividad citotoxica de los compuestos de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)Cuatrec., frente a las
lineas celulares en estudio

Lineas Celulares
|C50, LIM
D)'/tecropnet”rg'ldfs HeLa| MCF-7| A-549| Vero | CMPS
)] 23,03 >40 20,63 23,13 >170
() 21,47 36,7 35,3 33,69 62,5
(UD)] >40 >40 >40 NE 75,08
(V) >40 >40 >40 NE 44,94
V) >40 38 28,17 >40 24,02
(V1) >40 >40 >40 NE 33,78
(VID) 30,2 >40 34,3 NE 61,85
(VI 4,65 2,13 8,90 6,23 7.61
Mercaptopurina 2,9 47,0 14 67,6 NE
(Control +)

NE: no ensayados. Los datos representan la media de tres determinaciones
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La Tabla N° 2 muestra los resultados de Correlacion
de los ICs y el indice de selectividad (IS) de los
compuestos la actividad aislados y hemisintetizados a
partir de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)

Hl?a

Efecto citotdxico de diterpenos de Coespeletia moritziana

Cuatrec., frente las lineas celulares cancerosas, Vero
y CMPS utilizadas en el estudio bioldgico
experimental in vitro.

Hjz A

H_‘lB

Hsp

{a }’U\LN"J‘“ l’;‘l\d't\_} \ﬂrM ~ LL_

T T

v
z 1 ppm]

Figura N° 2

Espectros de RMN *H y RMN C del 4cido 15, 16-epoxi 17- acetoxi- kauran- 19- oico hemisintetizado a
partir de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec.
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Espectros de HMQC y de HMBC (CDCls, 400 MHz) del acido 15, 16-epoxi 17- acetoxi- kauran- 19- oico
hemisintetizado a partir de Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec
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Efecto citotdxico de diterpenos de Coespeletia moritziana

Tabla N° 2

Correlacion de los ICsoy el Indice de selectividad (1S) de los compuestos de Coespeletia moritziana (Sch.

Bip.

ex Wedd.) Cuatrec. frente a las lineas celulares en estudio

Lineas celulares
Compuestos &'\,\’}IF)’S Eﬁ\';lo) MFC-7 (uM) A-549 (LM) HeLa (M)

1Cso ICso | ICs0 | 1Scmes 1S 1Cspo IScmps 1S ICso 1Scmes 15

Vero Vero Vero

| >170 | 23,13 | >40 NC NC | 20,63 13,28 1,12 | 23,03 11,89 1,00

1] 62,5 | 33,69 | 36,7 1,70 0,917 | 35,3 1,77 0,95 | 21,47 2,9 1,57

1 75,08 | NE >40 NC NC >40 NC NC >40 NC NC

v 4494 | NE >40 NC NC >40 NC NC >40 NC NC

Vv 24,02 | >40 38 0,632 NC | 28,17 0,85 1,41 | >40 NC NC

VI 33,78 | NE >40 NC NC >40 NC NC >40 NC NC

VII 61,85 NE | >40 NC NC 34,3 1,80 NC | 30,2 2,05 NC

VI 7.61 6.23 | 2,13 NC 2,92 8,90 NC 0,70 | 4,65 NC 0,75
NE: no estudiadas. NC= no calculada

DISCUSION Zanthoxylum leprieurii Guill. & Perr. (Rutaceae),

Como puede observarse en la Tabla N° 1, el acido 15-
oxo-ent-kaur-16-en-19-oico (VIII) presentd una ICso
< 9 uM frente las tres lineas celulares cancerosas
estudiadas, pero también sobre la célula no tumoral
Vero. (Hueso-Falcon et al., 2011), reportan a este
compuesto, pero con su &cido carboxilico metilado,
como no toxico en células no tumorales. Esto indica
que el grupo carboxilico libre en la estructura VIII es
toxico para las células no tumorales, por tanto, al
metilarlo se evitaria este efecto. El sistema carbonilo
o-f insaturado juega un rol importante en Ia
actividad, este grupo actla como un aceptor de
Michael para residuos nucleofilicos, especialmente
cisteina y grupos sulfidrilos (Lyss et al., 1998;
Picman et al., 1979). Mientras que, el &cido
kaurenico (1) resultd ser activo frente las lineas
celulares HelLa (23,03 uM), A-549 (20,63 uM) y
Vero (23,13 uM) pero no frente las células MCF-7
(>40 uM), corroborando lo descrito por (Morales et
al., 2005). Por otra parte, estos resultados coinciden
parcialmente con lo descrito por (Cuca et al., 2011),
sobre el efecto citotoxico el &cido kaurenico aislado
de plantas lauréaceas sobre las lineas tumorales HelLa
(cancer cervical), A-549 (cancer pulmonar), Hep-
2(carcinoma de laringe), PC-3(adenocarcinoma de
préstata) y MCF-7 (carcinoma de mama),
determinado que fue activo frente a todas las lineas
celulares y presento efecto letal total frente las lineas
celulares PC-3, Hep-2 y Ab549. Asi mismo,
(Guetchueng et al., 2017), indicaron que entre los
compuestos diterpenicos aislados de los frutos de

solo el &cido kaurenoico mostro citotoxicidad frente
la linea celular humanas de cancer de prostata (PC3)
con un valor de ICsp de 33,28 + 9,14 pg/mL.
Finalmente, (Ferreira et al., 2020), han reportado que
el extracto de Mikania glomerata Sprengel
enriquecido en &cido kaurenoico presentd efecto
citotoxico y genotdxico a concentraciones superiores
(40,0 pg/mL) en células pulmonares de hamster chino
(V79). Mientras que, el acido kaurenoico aislado del
extracto mostro solo efecto genotdxico frente las
células (V79) a las mismas concentraciones del
extracto enriquecido; demostrando que el acido ent-
kaurenoico deberia ser responsable, al menos en
parte, de la genotoxicidad del extracto rico en acido
ent-kaurenoico de Mikania glomerata Sprengel. Otro
compuesto con resultados interesantes resultd ser el
acido grandiflorénico (Il) que mostré una moderada
actividad citotdxica frente a las cinco lineas celulares
estudiadas.

Con respecto al derivado glucosidico (VII),
solo se observd una leve actividad frente a HelLa
(30,2 uM) y A-549 (34,3 uM). El kaurenol (II)
mostr6 una actividad moderada (Clso de 28,17 uM)
frente a la linea celular A-549. Por otra parte, las
Figura N° 2 (A-B), muestran los espectros de RMN
'H y RMN C del &cido 15,16-epoxi-17-acetoxi-
kauran 19-oico (VI). En la RMN-!H se identifica el
ndcleo del ent-kaureno. A campo bajo se muestran
una sefial a & 2,85 H-15, sefial caracteristica de un
hidrégeno que se encuentra sobre carbono unido a un
heteroatomo, a mediano campo se observan sefiales
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correspondiente a dos hidrégenos desapantallados
caracteristicos de carbonos que se encuentran
formando un epoxido a & 4,65 y 4,06 H-17a,b y a
campo alto se observa la presencia de un metilo a &
2,09 H-22 caracteristico de un grupo acetoxi, ademas
de los metilos a 6 1,24 y 0,92 H-18 y H-20
correspondientes al nucleo del ent-kaurano. De igual
manera, en el espectro de RMN-2C se puede
diferenciar a campo bajo la presencia de dos
carbonilos 6 183,8 C-19 y 171,1 C-21, ademas a
mediano campo se observa una sefial a & 65,2 C-15,
correspondiente a un carbono metinico unido a un
oxigeno, también se observa la ausencia del doble
enlace entre los carbonos C-16 y C-17, debido a la
presencia de dos sefiales a 6 62,2 C- 16 y 62,3 C-17
gue por el desplazamiento estos carbonos se
encuentran unido a oxigeno, las demas sefiales se
corresponden con el ndcleo del ent-kaurano, de esta
manera se permite presumir la presencia del &cido. La
Figura N° 3 (A-B), muestra los espectros
bidimensionales del &acido 15,16-epoxi-17-acetoxi-
kauran 19-oico (VI) que permitieron obtener
correlaciones de tipo de HMQC y de HMBC
respectivamente. En el espectro HMBC se observa la
correlacion de los protones de C-22 con el carbonilo
21, a dos enlaces y también los protones de C-17 con
el carbonilo 21 a tres enlaces, lo cual corrobora la
presencia del acetato sobre C-17. Aparte podemos
observar la correlacién de los protones del C-18 a tres
enlaces con el carbonilo 19. Resultados que
permitieron caracterizar al &cido 15,16-epoxi-17-
acetoxi-kauran 19-oico (VI) obtenido de la
hidroxilacion alilica del &cido kaurénico con didxido
de selenio y per6xido de hidrégeno y posterior
acetilacion; como un subproducto no reportado en
ninguna reaccion. Por otra parte, el acido 15,16-
epoxi-17-acetoxi-kauran 19-oico (VI) mostré baja
citotoxicidad frente las lineas celulares cancerosas en
estudio.

Los resultados obtenidos, mostraron que el
nacleo de los ent-kaurenos con sus sustituyentes
claves como lo es el grupo &cido en C-19 y la
posicion del doble enlace entre los C-16 y C-17, son
piezas importantes para el mejoramiento de su
actividad citotoxica; mientras que, un sustituyente
como el hidroxilo en la posicion C-15, afecta de
manera desfavorable la actividad citotoxica.

La Tabla N° 2 muestra la correlacion entre
los ICso y el indice de selectividad (IS) de los
compuestos ensayados frente las lineas celulares
tumorales (MCF-7, HelLa, A-549) y no tumorales
Vero y (CMSP). Podemos observar que el acido

Efecto citotdxico de diterpenos de Coespeletia moritziana

kaurénico (1) tiene un IS en células mononucleares de
sangre periférica de (13,28 uM) en relacién células
tumorales A-549 y (11,89 pM) con respecto a las
células tumorales HelLa. Sin embargo, cuando se
calcula el IS de para ambas lineas celulares
tumorales, pero utilizando a las células normales
Vero se observa que el IS disminuye practicamente
10 veces (A-549 1,12 uyM y HelLa 1,0 uM). Esta
diferencia posiblemente se deba a que las células
Vero son células manipuladas, en cambio las CMSP
son células nuevas extraidas de un paciente sano y
directamente utilizadas sin previa manipulacion. Es
importante sefialar que no existe una referencia
bibliogréfica que establezca un patron en la seleccion
de las concentraciones a estudiar, sin embargo, se
tomé para este ensayo con CMSP un valor méaximo
de (170 uM) para compuestos puros.

Por otro parte, el acido grandiflorénico (1)
presentd un IS superior a uno (1) para las células
Vero (1,57) en relacion con células tumorales Hela,
mientras que, presentd valores de IS superiores a uno
(1) para las CMPS (1,70 pM;1,77 pM;2,9 pM) en
relacion con las lineas MCF-7, A-549, HelLa
respectivamente. Asi mismo, el &cido 15-oxo-ent-
kaur-16-en-19-oico (VIII) presentd un IS superior a
uno (1) para las células Vero (2,92 uM) en relacion
con MCF-7. Otro de los compuestos estudiados que
presentd un IS superior a uno (1) sobre las CMPS fue
el éster 2,3,4,6 tetra acetil a-D-piranosilo del &cido
15-oxo0-kaur-16-en-19-oico (VII), con 1,80 uM en
relacion con la linea celular tumorales (A-549) y de
2,048 uM con (HeLa).

CONCLUSIONES

De los cinco compuestos aislados y evaluados de
Coespeletia moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.)
Cuatrec.tres (I, 11 y V) exhibieron moderada actividad
citotéxica frente a todas, dos o una de las lineas
celulares cancerosas humanas en estudio. Mientras
que, de los tres compuestos obtenidos por
hemisintesis (VI, VII y VIII) solo el &cido 15-oxo-
ent-kaur-16-en-19-oico  (VIII)  exhibié  buena
actividad citotoxica frente todas las lineas celulares
cancerosas; asi como, baja toxicidad frente a células
mononucleares humanas normales de sangre
periférica. No obstante, el compuesto (V1) el cual no
ha sido reportado como subproducto en ninguna
reaccion, resultd ser en menos toxico de los kaurenos
estudiados; resultados que ponen de manifiesto el
potencial terapéutico de los Kaurenos de Coespeletia
moritziana (Sch. Bip. ex Wedd.) Cuatrec., y sus
derivados.
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