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RESUMEN

Serealizo el aislamiento e identificacion de un triterpeno y cuatro diterpenos detipo cassano
a partir del fraccionamiento del extracto de AcOEt/CH3OH de hojas maduras de
Myrospermum frutescens. Todos los compuestos aislados fueron evaluados para determinar
su potencial antibacteriano frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas mediante el
método de antibiograma por disco difusion. Entre los compuestos ensayados, se observo
que el compuesto 6p,13-dihidroxi-18-acetoxi-cassano-15,16-dieno (4), presentd mayor
actividad contra Staph. aureus con halos de inhibicion de 15, 16 y 17 mm para las cargas
de 25, 50 y 75 ug, respectivamente. Los valores registrados en relacion a los rangos de
sensibilidad para el control Gentamicina indicaron que esta bacteria presenta sensibilidad a
este compuesto. Los compuestos Estigmasterol (1), 6B-hidroxi-18-acetoxycassano-13,15-
dieno (2), 6B, -18-dihidroxicassano-13,15-dieno (3), y 6p,18,17-trihidroxicassano-13,15-
dieno (5), presentaron actividad moderada, pero mas baja en comparacion con los controles

positivos utilizados (Ampicilina y Gentamicina) en este ensayo.

PALABRAS CLAVES: Triterpeno, diterpeno, Myruspermum frutecens, cassano
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INTRODUCCION

Los productos naturales aislados de plantas tienen relacion con industrias como la
farmacéutica, la biotecnoldgica, agro insumos, entre otros; reflejando el valor comercial
cada vez mayor de los recursos bioldgicos y la vitalidad de la biodiversidad para la salud
humana; calculandose que en la actualidad una cuarta parte de los productos farmacéuticos

se basan en plantas o se derivan de ellas (Moran et al. 2001; Castree, 2003).

Los grupos que desarrollan actividades de investigacion en bioprospeccion trabajan
en la identificacion y caracterizacion de principios que se podrian considerar bioactivos
(actividad antiparasitaria, actividad antiinflamatoria, actividad antioxidante, produccion de
fitoalexinas, actividad citotoxica, actividad antifungica, actividad antibacteriana y actividad
antitumoral) (Duarte, 2009). Para las fases primeras se exploran una gran variedad de
especies vegetales que se encuentran albergadas en su gran mayoria en los bosques Iluviosos

tropicales (Alarcon, 2010).

Entre las investigaciones realizadas en Panam@, se encuentran los trabajos realizados
en el laboratorio de Biorganica Tropical dela Universidad de Panama, en los que el enfoque
fue el aislamiento e identificacion de compuestos terpénicos con posible aplicacion para
enfermedades parasitarias como Chagas y Leishmaniasis a partir de Myrospermum
frutescens (Torres et al. 2003, 2004).

Resultados previos para M. frutescens reportaron el aislamiento e identificacion de un
triterpeno y cuatro diterpenos, a los cuales se les ha probado la actividad antibacteriana
contra 16 bacterias de importancia hospitalaria, realizando una evaluacion de sus
potenciales actividades antibacterianas para ampliar el abanico de aplicaciones terapéuticas

de estos compuestos (Figura 1).
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Figura 1. Estructurasde los terpenosaislados de hojas madurasde Myrupermum frutescens.

PARTE EXPERIMENTAL
EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS TERPENOS
OBTENIDOS.
-Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar.
Preparacion del estdndar de turbidez

Se agreg6 0.5 mL de una disolucion de BaCl2 (0.048 M) a 99.5 mL de una disolucion
de H2S04 (0.18 M). Posteriormente, se verifico la densidad del estandar 0.5 Mcfarland con
la ayuda de un espectrofotometro que presentd valores de absorbancia comprendidos entre

0.08-0.10 a una longitud de onda de 625 nm. Finalmente se almacend en oscuridad a
temperatura ambiente (22 °C - 26 °C).

Inoculacion de los platos Petri

De un cultivo en placa incubado a 24 horas se seleccionaron entre cuatro y cinco
colonias aisladas de la cepa, con ayuda deun asa, se trasfirié a un tubo que contiene solucion
salina isotdnica (85.0 %), luego se procedié a comparar visualmente con el tubo de solucion
0.5 Mcfarland, preparado previamente, utilizando un contra fondo negro como contraste;

esta suspension contiene aproximadamente 1-2 x 108 (UFC/mL).
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Cadaplaca Petri de 45 mm con agar ATS (Agar Tripticasa y Soya) fue inoculada con
100 pL de la dilucién bacteriana, que, con ayuda de un hisopo estéril, se distribuy6
homogéneamente sobre el medio. Se dejé secar el inoculo a temperatura ambiente dentro
de la cdmara de seguridad durante 15 minutos; posteriormente se colocaron los discos de
difusién sobre la superficie del agar con la ayuda de una pinza estéril, presionando
suavemente sobre cada disco, para asegurar el contacto directo con la superficie del agar;
cada disco se distribuye uniformemente de modo que estén a una distancia minima de 25

mm para evitar la superposicion de las zonas de inhibicion.

Una vez se colocaron todoslos discos se procedid a colocar 15 pL deuna alicuota con
cargas de 25, 50 y 75 pg. Las placas se incubaron a 37 °C en una camara de incubacion
durante 24 horas, luego se examind cada plato Petri y se midieron los diametros de
inhibicién, que se observaron alrededor de cada disco en cada plato y de la réplica para
determinar la sensibilidad de las bacterias con respecto a los compuestos evaluados
(Jorgensen et al. 2007).

Para esta prueba, utilizamos las siguientes cepas patogénicas: Escherichia coli
(CECT 433), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (CECT5050),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Enterococcus cloacae (ATCC 13047), Listeria
monocytogenes (CECT 935) , Proteus mirabilis (CECT 4168T), Pasteurella multocida
(CECT 962), Salmonella enterica tiphy (CECT 7161), Salmonella enterica enterica
(CECT 7159 ), Micrococcus luteus (CECT 241), Klebsiella pneumoniae pneumoniae
(ATCC 13883), Streptococcus oralis (ATTC 35037), Klebsiella pneumoniae ozaenae
(ATCC 11296), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) y Shigella flexneri (CECT
4804)].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de prueba de susceptibilidad de los compuestos obtenidos.

Los resultados obtenidos del analisis de actividad antibacteriana son presentados en
la Tabla 1.

Discusion de prueba de susceptibilidad antibacteriana.

Al evaluar la actividad antibacteriana de los compuestos obtenidos se observo que el
compuesto (3), en funcion de su espectro, fue el que afectd el mayor nimero de bacterias;
el mismo presentd halos de inhibicion de 9, 10 y 11 mm para las cargas de 25, 50 y 75 ug,
respectivamente contra Staph. aureus. Estos resultados parecen indicar que un aumento de
25 ug es directamente proporcional en un aumento de 1.0 mm de diametro en el halo de
inhibicion para el caso de Staph. aureus. Por otro lado, para este mismo compuesto se
observaron halos de inhibicion parciales entre 9.0 mm y 10 mm para Ent. fecalis, L.

monocytogenes, Past. multocida, M. luteus y Ent. cloacae.

En el caso del compuesto (2), fue el segundo en afectar el mayor numero de bacterias,
inhibiendo el crecimiento de 2 de las 16 evaluadas, el mismo presenté halos de inhibicién
entre 7.5 y 9.5 mm los cuales en relacion a los controles positivos (Ampicilina y
Gentamicina) indican resistencia para ambas bacterias a pesar de presentar halos de

inhibicion totales.

En relacién al compuesto (4) la Unica bacteria inhibida por este compuesto fue Staph.
aureus el cual present6 halos de inhibicién de 15, 16 y 17 mm para las concentraciones de
25,50y 75 ug, respectivamente. Estos valores con relacion a los rangos de sensibilidad
para el control Gentamicina indican que esta bacteria presenta sensibilidad a este

compuesto. El compuesto (5) registr6 actividadescon halos de inhibicion parciales entre 8.5
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Tabla 1. Actividad antibacteriana de los compuestos aislados de Myrospermum frutescens, mediante el antibiograma de disco

difusion.

Compuestos MF2-64-004 MF2-63-005 MF2-58-002 MF2-57-002 Control ~ Control Rangos Rangos
evaluados () (5) (A+1) (G+2) (G+2)
(1) 25 50 75 50 75 10 10 10
Bacterias R< S= R< S=

Stapylococc

9.0 10 11 8.5 10* 28 18.7 12 26 12 15
us aureus
Bacillus

- - - - - 12 18 5 10 10 15
cereus
Enterococcu

) 9.0* 9.0 10* - - 23 11.7 16 17 6 10
s fecalis
Listeria
monocytoge - 9.0* 9.0* 8.5* 9.0* 31 22 11 14 12 15
nes
Pasturella
. - gp+ 109 - - 22 106 29 30 12 15

multocida *
Micrococcus

9.0* 9.0 10 - - 50 30 14 15 19 20
luteus
Enterococcu

- 9.0 10* - - 22 11 16 17 6 10
s cloacae

1. Halode inhibicién en (mm) 2. (*) Indican halos parciales.
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y 10 mm para Staph. aureus y L. monocytogenes. EI compuesto (1) fue el Unico que no

registré actividad con ninguna de las cepas evaluadas.

En funcion de la relacién estructura (grupos funcionales presentes en los compuestos)
y la actividad antibacteriana; para el caso del compuesto (2) en relacién al compuesto (3)
para efecto del numero de bacterias inhibidas, es probable que el s6lo reemplazo del grupo
hidroxilo por un grupo acetil en C-18 parece conferirle la actividad para un mayor nimero
de bacterias; sin embargo, si comparamos éste mismo compuesto (3) con el compuesto (4)
se puede observar que la presencia de un grupo hidroxilo (-OH) en el C-13 disminuye la
actividad, reduciéndola a inhibir solo una bacteria (Staph. aureus) pero a su vez ésta
inhibicion es la Gnica, significativamente efectiva, al compararla contra uno de los controles

positivos evaluados (Gentamicina).

No obstante, para el caso del compuesto (5) con el compuesto (4), la presencia del
doble enlace en C-14y C-17 y el grupo hidroxilo (OH) en el C-18 a diferencia del compuesto

(4) que presenta un grupo acetil parece disminuir la actividad frente Staph. aureus.

CONCLUSION

La evaluacion de la actividad antibacteriana mediante disco difusion revelé que los
compuestos 1, 2, 3 y 5 presentaron actividades mucho mas bajas en comparacion con los
controles positivos Ampicilina y Gentamicina. Mientras, que el compuesto 4 fue el
compuesto que registré halos de inhibicion entre 15y 17 mm para Staphylococcus aureus el
cual en relacion al control positivo Gentamicina indica que esta bacteria presenta sensibilidad

a este compuesto.
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ANTIBACTERIALACTIVITY OF TERPENES PRESENT IN EXTRACTS

PREPARED FROM MATURE LEAVES OF MYROSPERMUM FRUTESCENS

SUMMARY

Isolation of a triterpene and four diterpenes of the cassano type was performed from
the fractionation of the AcOEt / CH3OH extract of mature leaves of Myrospermum
frutescens. All the isolated compounds were evaluated to determine their antibacterial
potential against Gram-positive and Gram-negative bacteria by the diffusion-disk
antibiogram method. Among the compounds tested, it was observed that the compound
6p,13-dihidroxi-18-acetoxi-cassano-15,16-diene (4) showed higher activity against Staph.
aureus with inhibition halos of 15, 16 and 17 mm for the loads of 25, 50 and 75 pg,
respectively. The values registered in relation to the sensitivity ranges for the Gentamicin
control indicated that this bacterium shows sensitivity to this compound. Compounds
Estigmasterol (1), 6p-hidroxi-18-acetoxycassano-13,15-diene (2), 6p, -18-dihidroxicassano-
13,15-dieno (3), and 6f3,18,17-trihidroxicassano-13,15-dieno (5), showed moderate activity,

but lower compared to the positive controls used (Ampicillin and Gentamicin) in this trial.

KEYWORDS: Triterpene, diterpene, Myruspermum frutecens, cassane, antibacterial.
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