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1. RESUMEN

El trabajo de investigacion se realiz con el propésito de contribuir al estudio de los
productos naturales marinos en Guatemala, por lo que result6 de interés seleccionar al coral
blando Erithropodium caribaeorum. Dicha especie ha sido poco estudiada, sin embargo ha
sido explorada su composicion quimica de sus extractos cloroférmico y etandlico,
encontrandose entre sus principales componentes diterpenoides tipo Sarcodyctina, el que
constituye el esqueleto carbonado de Eleutherobina, un metabolito secundario que en la
actualidad se estudia en el FDA (Food Drug Administration) de los Estados Unidos como

un probable medicamento anticincer.

A la fecha no existen reportes sobre la composicion quimica de otros extractos, derivandose
de ello la importancia de la presente investigacion, al investigar la composicién quimica del
extracto n-hexdnico, en el que se esperaba encontrar compuestos con esqueleto carbonado

similar a Eleutherobina.

El coral se recolecté en Punta de Manabique en el Departamento de Izabal, Guatemala,
posteriormente se obtuvo el extracto n-hexanico mediante particion liquido-liquido y
extraccion exhaustiva; a una porcion del extracto se le realizaron pruebas in vitro para
determinar su actividad antibacteriana y citotoxica, separaciones cromatograficas y analisis
de Espectrometria de Masa para determinar la naturaleza de los componentes presentes en

el extracto.

En el estudio se evalué la actividad antibacteriana del extracto n-hexanico contra varias
cepas patogenas y la actividad citotoxica contra Artemia salina, estas pruebas determinaron
que el extracto no presentd actividad contra cepas patégenas, mientras que se presentd

citotoxicidad en la prueba contra 4. salina.

Los resultados demuestran que el extracto n-hexanico de E. caribaeorum no posee

actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Mycobacterium




smegmatis, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Cryptococcus

neoformans, Escherichia coli.

El ensayo in vitro contra A. salina permitié evaluar la actividad citotoxica del extracto n-
hexéanico de E. caribaeorum y sus diferentes fracciones, el cual presentd una concentracion
letal media (CLs) 0.26 mg/ml en el extracto n-hexanico puro, su posterior fraccionamiento
arroj6 una CLso de 0.32 mg/ml en la fraccion No. 1, CLso de 0.30 mg/mL en la fraccion No.

2 y una CLso de 0.29 mg/mL en la fraccion No. 6.

Se analizé cada una de las fracciones por medio de cromatografia de gases acoplada a
Cromatografia de Masas (CG/EM), donde se identific la clase principal de metabolitos
secundarios presentes en cada fraccién y determin6 la presencia de compuestos tipo
Sarcodyctina, de acuerdo al analisis de su patrén de fragmentacién de sus Espectros de
Masa de Impacto Electrénico. Dichas estructuras se encontraron en la fraccién No. 6, que

arrojé una mayor CLsp.

Por lo anterior se establece que el extracto n-hexanico de E. caribaeorum presentd

citotoxicidad contra larvas de Artemia salina y posee Sarcodyctinas de estructura similar a

Eleutherobina, las que debera posteriormente elucidar su estructura quimica.




2. INTRODUCCION

En las aguas tropicales del Océano Atlantico mesoamericano habitan diversos tipos de
invertebrados marinos como los corales blandos (gorgonios, plumas de mar, abanicos de
mar y otros), entre los cuales se encuentra el gorgonio caribefio Erithropodium
caribacorum (Phylum Coelenterata, Sub-phylum Cnidaria, Clase Anthozoa, Familia
Briareidae).” Este es un tipo de coral cérneo (gorgodnido), cnidiario, alcionario tropical y
subtropical, con forma de crecimiento ascendente, a modo de plantas y esqueleto de un

material organico corneo.

El cuerpo de la mayoria de los gorgonios presenta una varilla central axial, compuesta de
una sustancia organica denominada gorgonia.’ E. caribaeorum se encuentra exclusivamente
en aguas del Atlantico Caribefio (desde Bahamas al Atlantico Colombiano), es rico en
diterpenoides altamente funcionalizados tipo briareina, los cuales han demostrado tener

actividad biolégica de interés.*

Recientemente, se aislé en una especie cultivada de este coral, el compuesto Eleutherobina
el cual en la actualidad es un potencial compuesto anticancer, con un novedoso mecanismo
de accion, al enlazarse a las tubulinas polimerizadas. Este compuesto est4 siendo estudiado

por la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA) en Estados Unidos.®*!°

Se han realizado pocos estudios de la quimica de este coral, entre los que se puede
mencionar el aislamiento y elucidacién estructural de metabolitos secundarios de caracter
diterpénico en sus extractos cloroférmico y etanélico, no existiendo reportes sobre la
composicion quimica de otros extractos orgdnicos, por lo que es de suma importancia
estudiar el extracto hexdnico, en el que se sospecha la presencia de diterpenoides
bioactivos, tipo Sarcodyctina, que constituye el esqueleto carbonado de

Eleutherobina.*>**

En esta investigacion, se evalud la actividad bioldgica del extracto n-hexanico de E.

caribaeorum y se determind la clase principal de metabolitos secundarios presentes en




dicho extracto, mediante la extraccién exhaustiva del gorgonio con CHCl;/MeOH (1:1) y
posterior particidon con n-hexano. La actividad antibacteriana contra varias cepas de
bacterias patégenas y actividad citotéxica contra nauplios de Artemia salina, se evalud
utilizando métodos in-vitro que confirmen la actividad bioldgica del extracto n-hexanico de
este gorgonio y simultdneamente, se determiné por métodos cromatograficos y
espectroscopicos, la clase principal de metabolitos secundarios presentes en dicho extracto

organico.'®"?

Este gorgonio caribefio es un recurso natural, que al ser rico en metabolitos secundarios
altamente bioactivos y ser endémico del caribe mesoamericano, requiere seguir
investigandose con la visién de su cultivo y de un desarrollo futuro de nuevos

medicamentos de origen natural que tiendan a mejorar los niveles de salud de la poblacion.




3. ANTECEDENTES

Erithropodium caribaeorum pertenece a la orden Gorgonacea de la familia Briareidae, es
un tipo de coral corneo (gorgonido), cnidiario, alcionario tropical y subtropical, con forma

de crecimiento ascendente, a modo de plantas y esqueleto de un material organico corneo.

Figura 1. Erithropodiun caribaeorum

Los gorgonios son miembros comunes y conspicuos de la fauna de los arrecifes del caribe
mesoamericano, principalmente abundante en aguas de las Antillas y el Mar Caribe. El
cuerpo de la mayoria de los corales gorgonidos presenta una varilla central axial,
compuesta de una sustancia orgdnica denominada Gorgonia (proteina mas

mucopolisacaridos).

En torno al eje del animal, hay un cilindro de cenénquima y pélipos. El cenénquima posee
espiculas calcareas embebidas de diferentes formas y colores. Es precisamente el color de
las masas calcareas del esqueleto el que presta su matriz amarillo, anaranjado o verdoso a
algunas especies. Las colonias de la mayoria de estos corales son varas erectas ramificadas

y parecen mas bien plantas.

E. caribaeorum habita en aguas poco profundas y en nuestra region se le encuentra en

Punta de Manabique en el Departamento de Izabal (Fig.2). i
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Figura 2. Parches Coralinos del Atliantico Guatemalteco

En 1995, se reporta la presencia de diterpenos con esqueleto briarano de especimenes
colectados en las Islas Virgenes. Estos compuestos denominados Erythrolidos, son
usualmente clorados en el carbono 6 y son altamente oxigenados. Adicionalmente se
publican algunas propuestas sobre la ruta biosintética de formacion de estos diterpenos en
el coral * Erythrolidos A y B fueron aislados del extracto cloroférmico del gorgonio
caribefio colectado en Carrie Bow Cay, Belice, y su estructura confirmada por medio de
difraccion de rayos X y datos espectroscopicos. La conversion fitoquimica de estos dos
compuestos, via un rearreglo tipo “di © metano” ayudd a confirmar su cercana relacion

estructural *

En 1999, de especimenes colectados en la costa norte de Jamaica, se reportan tres nuevas
briareinas, ademas de las seis ya conocidas, (Erythrolidos A, B, D, E, F, I). La estructura

de estos diterpenos fue establecida por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

(RMN).
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Figura 3. Estructura de Erithrolidos Ay B

En 2000, se reporta el aislamiento de varios diterpenos con propiedades antimitéticas, del
que de acuerdo a su variacion estructural, se proponen farmacéforos responsables de ser

estabilizadores microtubulares.®
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Figura 4. Estructura de Eleutherdsidos

K. Kim y colaboradores en ese mismo afio, en un estudio prospectivo, reportan que E.
caribaeorum se encuentra exclusivamente en aguas del Atlantico Caribefio (desde Bahamas
al Atlantico Colombiano), es rico en diterpenoides altamente funcionalizados tipo briareina,

los cuales han demostrado tener actividad biolégica de interés.’

La actividad antimitética de eleutherobina y paclitaxel (Taxol®) y otros extractos naturales,
se reporta por Roberge y colaboradores en ese mismo afio. Se utiliza un ensayo de “pantalla
de c€lula base” para detectar compuestos antimit6ticos, que dan positiva la prueba ELISA.

Este ensayo fue utilizado para estudiar mas de 24,000 extractos de microorganismos




marinos e invertebrados y plantas terrestres. Fue relevante la actividad antimicdtica del

grupo de diterpenos tipo Elutherobina.®
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Figura 5. Estructura de Eleutherobina

La actividad anticancerigeno de Eleutherobina y su inusual mecanismo de accion

antimicotica, es estudiado por el FDA en Estados Unidos.*>1*

Los Microtubulos son fibras o filamentos proteicos, de unos 24 nm de didmetro,
constituidos sobre todo por la proteina tubulina, proteina globular de 55 kD. Los
microtabulos forman la estructura del citoplasma celular conocida como citoesqueleto.
Durante la mitosis, los microtibulos se reorganizan formando el denominado “huso

mitotico”.

El papel central de los microtubulos en el proceso de separar a los cromosomas duplicados

antes de la divisién celular, los hacen importantes objetivos de los medicamentos

anticancer.

El delicado balance en su proceso ensamblaje/desensamblaje que genera el huso mitdtico,

es clave en el movimiento de los dos sets de cromosomas, el que depende de la extension y

contraccion coordinadas de la estructura terminal de los microtiibulos.®'°
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Figura 6. Estructura y Ensamblaje de Microtibulos

En el 2002, se reporta el aislamiento de Eleutherobina, Heril olidos A y B y la nueva
briareina Aquariolido A, de especies cultivadas de E. caribaeorum. Esta publicacion es
importante, ya que permite determinar que estos diterpenoides bioactivos pueden obtenerse
también en especimenes cultivados y no s6lo en aquellos que viven en su hébitat natural.'!

Nuevos diterpenoides bioactivos han continuado reportandose de este coral, en 2000
Caribaeolin (sin la molécula de azucar), en 2001, Caribaeorano y 15-hidroxiCaribaeorano,
han sido identificados en extractos etanélicos y metandlicos'” y en el 2002, se aislan nuevos
Erythrolidos (K-Q), acompafiados de los ya conocidos erithrolidos A, B, C, F y J, de
especimenes colectados en los arrecifes Buccoo y Flying, en Tobago. Las estructuras de
estas briareinas fueron determinadas por Resonancia Magnética Nuclear. La estructura de

erithrolidos K y P fueron confirmados con analisis cristalografico de rayos X2

CHj

Caribaeolin

Figura 7. Estructura de Caribaeolin
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Como podra observarse, este coral no ha sido exhaustivamente estudiado, y los metabolitos
secundarios reportados se han aislado de sus extractos metandlico (principalmente) y
cloroférmico, de aqui la importancia de estudiar el extracto n-hexanico del coral, los cuales

g . . . . . 14,15,16,17,18
son ricos en diterpenoides en este tipo de invertebrados marinos. ™

Sarcodyctina A, junto con sus congéneres Sarcodyctinas B, D, E y F, fue reportada en 1987
de Sarcodictyon roseum del pacifico australiano, indicandose que este compuesto posee
actividad antitumoral contra una variedad de células cancerigenas a niveles de ICsy entre
400 y 900 nM e induce polimerizacién de las tubulinas y estabilizacion de los
microtubulos, un mecanismo de accién que actualmente se encuentra en estudio y es por el
que actia Taxol, comercializado como medicamento anticancer con el nombre comercial de
Paclitaxel. Actualmente se han reportado 22, la mayoria del pacifico norte y pareciera ser el
grupo que mayor actividad bioldgica posee, reportaindose Eleutherobina con un ICs, entre
10 y 15 nM contra una variedad de células cancerosas, induciendo también la

polimerizacién de tubulinas y la estabilizacién de los microtibulos.

OH
COOMe

Sarcodictina A

Figura 8. Estructura de Sacodyctina A
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4. JUSTIFICACION

Erithropodium caribaeorum es un coral blando, que se encuentra exclusivamente en aguas
del caribe mesoamericano, del que se han reportado metabolitos secundarios bioactivos con
actividad antimitética actualmente en estudio en el FDA de Estados Unidos, para

convertirlos en medicamentos anticancer.

Los estudios de la quimica y actividad biolégica de E. caribaeorum se han realizado
Unicamente con los extractos cloroférmico y metandlico, de donde se han aislado los
metabolitos bioactivos. Por lo anterior, es importante estudiar la bioactividad y familia de
metabolitos secundarios presentes en el extracto hexanico, en el que se sospecha la
presencia de metabolitos con esqueleto tipo Sarcodyctina (base de Eleutherobina) y

briareinas poco funcionalizadas como los principales.

Es de hacer notar que el estudio de los metabolitos secundarios bioactivos obtenidos de
invertebrados marinos es relativamente reciente. El cultivo in vitro de estos invertebrados,

asi como la sintesis de estas moléculas bioactivas representan un 4rea en franca expansion.

La preparacion de extractos estandarizados que contengan los metabolitos bioactivos,
puede en un futuro convertirse en una fuente de medicamentos naturales a bajo costo, que

permitan combatir enfermedades terminales que afectan a la poblacién mundial y sociedad

guatemalteca particularmente.




12

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antibacteriana, citotoxica y principal familia de metabolitos
secundarios presentes en el extracto n-hexanico del coral blando Erithropodium

caribaeorum.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1 Colectar e identificar el coral E. caribaeorum.

5.2.2  Obtener y fraccionar el extracto n-hexénico de E. caribaeorum.

5.2.3 Evaluar la actividad antibacteriana del extracto n-hexanico de E. caribaeorum

contra varias cepas de bacterias patogenas in vitro.

5.2.4 Determinar la actividad citotoxica del extracto n-hexanico de E. caribaeorum y sus

fracciones contra nauplios de Artemia salina.

5.2.5 Identificar la clase de metabolitos secundarios presentes en el extracto n-hexénico

de E. caribaeorum.
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6. HIPOTESIS

El extracto n-hexénico de E. caribaeorum posee actividad antibacteriana y citotoxica
in vitro contra cepas de bacterias patégenas y nauplios de Artemia salina, entre sus
principales metabolitos secundarios contiene cembranoides 2-11 ciclizados tipo

Sarcodyctina poco funcionalizados.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO DEL TRABAJO
El universo de trabajo esta integrado por el extracto n-hexanico de Erithropodium

caribaeorum.

7.2 MEDIOS

7.2.1 RECURSOS HUMANOS

7.2.1.1 Nombre completo: Br. Leslie Patricia Veldsquez Lépez

7.2.1.2 Categoria y puesto: Estudiante de Quimica Farmacéutica

7.2.1.3 Horas semanales dedicadas a la investigacion: 25h/semana

7.2.1.4 Atribuciones: Realizar extracciones y fraccionamiento del gorgonio caribefio,
efectuar las pruebas de tamizaje quimico y fraccionamiento, coordinar la realizacién de
bioensayos de los extractos y fracciones, analizar los resultados, discutir la interpretacién
de los resultados quimicos, espectroscopicos y de actividad biolégica con el equipo de
trabajo y preparar una version preliminar del informe final para su revisién, aprobacién y

posterior publicacion como informe final de tesis.

7.2.2 PERSONAL DE APOYO
Dr. Oscar Cobar (Sh/semana) asesorar en la realizacion de ensayos quimicos,

espectroscopicos y de actividad bioldgica, interpretacion de los espectros obtenidos.

7.2.3 RECURSOS INSTITUCIONALES
e Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales (LIPRONAT)
e Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia de la Escuela de
Quimica Bioldgica.
¢ Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias. Quimicas y Farmacia.

¢ Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas. (IIQB)

e Centro de Documentacién y Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia -CEDOBF-.




15

7.2.4 RECURSOS MATERIALES

7.2.4.1 Organismos de experimentacion:

7.2.4.1.1 Especimenes de Erithropodium caribaeorum y su extracto n-hexanico.

72.4.1.2 Para la actividad antibacteriana; cepas de microorganismos Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Salmonella typhi ATCC 14028, Mycobacterium smegmatis ATCC
607, Bacillus subtilis ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Escherichia coli ATCC 25922.

7.2.4.1.3 Para la actividad citotdxica; Nauplios de Artemia salina.
7.2.4.2 Material y Equipo:
7.2.4.2.1 Disolventes organicos necesarios para efectuar las extracciones requeridas,

asi como para las pruebas analiticas, (metanol, cloroformo, n-hexano, acetona, acetato de

etilo, etc.)

7.24.2.2 Medios de cultivo (Muller Hinton, Mycosel y Sabouraud) para probar la

actividad antibacteriana.

7.2.4.2.3 Equipo para extracciones organicas y monitoreo de metabolitos secundarios:
Placas pre-cortadas de cromatografia en capa fina (Silica Gel G F254), revelador universal

Yodo/Yoduro, percoladores de vidrio, evaporador rotatorio, desecadora, balanza analitica.

72424 Equipo a utilizar para identificacion de los metabolitos secundarios en
convenios de cooperaciéon: Cromatografo de Gases-Espectrometro de Masas del
Departamento de Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, utilizando
la base de datos Wiley 275.1. Cromatografo de gases (Hewhelt P. 5890 Series II) acoplado
al Detector de masas selectivo (Hewlett Packard 5971), Columna HP-5 (Crosslinked 5%
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PH ME Siloxano) con grosor de la pelicula de 0.33um, un diametro interno de 0.2 mm y de

largo 25 m.

7.2.4.2.5

7.2.4.2.6

Equipo utilizado:

Balanza analitica

Rotavapor

Percolador

Bomba de vacio

Ampolla de decantacion
Camaras de revelado cromatografico
Asperjador

Campana de extraccion de gases
Léampara de luz UV/VIS
Campana microbioldgica
Incubadora

Refrigeradora

Cristaleria comun de laboratorio

Placas cromatograficas de Silica Gel 60 F254

Cajas de Agar Muller-Hinton

Cromatégrafo de Gases acoplado a Espectrometro de Masas

Utiles de oficina y computacion para digitacion, andlisis y presentacion de

resultados.

Los bioensayos se realizaron en el Laboratorio de Bioensayos del

Departamento de Citohistologia de la Escuela de Quimica Biolégica, quien proporcioné la

asesoria correspondiente, el material de limpieza y mantenimiento para realizar bioensayos.

7.2.4.2.7

El trabajo quimico se realizé en el Laboratorio de Investigacion en Productos

Naturales -LIPRONAT- y el Departamento de Farmacognosia y Fitoquimica de la Escuela

de Quimica Farmacéutica, los cuales estdn equipados con recursos propios y

proporcionados por IIQB, DIGI, OEA y CONCYT.
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METODOLOGIA

7.3.1 PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS
7.3.1.1 FASE DE RECOPILACION BIBLIOGRAFICA

Se efectudé revision bibliografica exhaustiva en la literatura, incluyendo revistas
cientificas arbitradas internacionalmente como Journal of Natural Products, J?urnal
of Organic Chemistry, Organic Letters, Natural Product Reports, Journal of
Medicinal Chemistry y revision de literatura existente en el Centrio de

Documentacién de la Facultad.

7.3.1.2 OBTENCION DEL ORGANISMO

El organismo se colectd via buceo a una profundidad de 5 metros en las aguas de
Punta de Manabique en el Departamento de Izabal, en parche coralino previar‘nente
identificado. El espécimen se introduce en bolsa plastica de cierre herméticé y se
coloca en hielera a una temperatura de 0°C o menor, utilizando para ello CO, ;(')lido
(hielo seco) o bien “pastillas de gel congelante” y transportadas debidamente
identificadas al Laboratorio de Investigacion en Productos Natlflrales

-LIPRONAT-.'®

7.3.1.3 PREPARACION DEL EXTRACTO

El material colectado se pesa y es cortado en pequefios pedazos, extrayéﬁdose
exhaustivamente durante 72 horas con metanol/cloroformo (1:1), utilizando
recambios continuos de disolvente (aproximadamente 8 X 1 L). El extracto crudo
obtenido se concentra por rotaevaporacion hasta sequedad y se pesa.

El extracto crudo se suspende en agua y se extrae exhaustivamente con n-hexano,
utilizando recambios continuos de disolvente (aproximadamente 6 X 1L).

El extracto n-hexdnico se concentra por rotaevaporacion hasta sequedad y se pesa.
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7.3.1.4. TAMIZAJE QUIMICO, FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS y
BIOENSAYOS

A una porcién del extracto n-hexanico se le realizaron pruebas in vitro para

determinar su actividad antibacteriana y citotéxica.
7.3.1.4.1 DETERMINACION DEL TIPO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

El extracto n-hexénico es estudiado via cromatografia en capa fina, utilizando placas de
Silica Gel 60 F»s4 como fase estacionaria y disolventes no polares de proporcion variable,
principalmente mezclas de Acetato de etilo-n-hexano, iniciando en proporcién (3:7) hasta

concluir con (5:5).

El perfil cromatogréfico indicar4 la abundancia relativa de los metabolitos de este extracto
y proporcionaré, por comparacién con la literatura reportada'® una indicacién preliminar del
tipo de metabolitos secundarios presentes. El fraccionamiento posterior se logra al someter
el extracto n-hexanico a cromatografia en columna, utilizando Silica Gel G 60 como fase

estacionaria y Acetato de Etilo/n-hexano 7:3 como la fase mdvil.

La confirmacién del tipo de metabolitos y su probable identidad se obtiene por estudios de
Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (GC-MS) en el laboratorio de
Toxicologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, utilizando la base de datos
Wiley 275.1 (ChemStation Software, HP Analytical CD-ROM, MSD Mass Selective
Detector Productivity), al obtenerse el Espectro de Masas de Impacto Electrénico de cada
uno de los metabolitos del extracto, luego de posterior fraccionamiento, se observan las

sefiales caracteristicas de los distintos tipos de diterpenoides que pueden estar presentes.

Para obtener el Espectro de Masa de los diterpenoides, la temperatura de operacién de la
columna debe encontrarse entre 150-300°C. La fase mévil es un gas inerte, la eleccién del

gas depende del sistema detector y en este caso se utilizé Helio. Por medio de un

dispositivo de inyeccién, se introducen 0.1-5.0 pul muestra a analizar en la parte superior de
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la columna. La muestra se volatiliza al entrar en contacto con la fase estacionaria. Dentro
de la columna se separan los diferentes componentes de la fraccién inyectada y pasan al
Espectrometro de Masas, cuyo sistema detector analiza el gas que fluye en la columna y da
una sefial eléctrica que es registrada graficamente por un dispositivo adecuado,
obteniéndose el Espectro de Masa de Impacto Electronico de cada componente de la

fraccion.
7.3.1.4.2 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO

PROCEDIMIENTO: Se mide por el crecimiento de bacterias inoculadas en superficie de
medios de cultivo conteniendo moléculas bioactivas. El procedimiento ofrece una
distribucion homogénea del compuesto en el agar y se basa en el descrito por Mitscher et
al., que consiste en preparar cajas de Agar Muller-Hinton (AMH) con 1.0 mg/ml del
extracto (AMH-E). Se inoculan las bacterias en caldo, incuban 24 horas a 36°C, diluyen
1:100 en agua destilada estéril, inoculan con estrias por cuadruplicado (error <0.05) en la

superficie de AMH-E e incuban a 36°C por 24 horas.

EVALUACION: Se evalua el crecimiento de bacterias (-) o su inhibici6n (+). Para la CIM
(Concentracion Inhibitoria Minima) se usan diluciones decrecientes (1.0, 0.5 y 0.25
mg/mL), se consideran positivos los extractos activos a concentraciones <1 mg/ml. El
tamizaje antibacteriano se efectu6 con las siguientes cepas de microorganismos:
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Mycobacterium smegmatis, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Escherichia

coli.’®,
7.3.1.4.3 BIOENSAYO IN VITRO EN NAUPLIOS DE Artemia salina.

PROCEDIMIENTO: Este ensayo permite la estimacion de la citotoxicidad en nauplios de
A. salina mediante la evaluacion de al menos 3 niveles de dilucién del extracto y las
fracciones a ensayar. La técnica consiste en la preparacion de un medio salino adecuado, la

colocacién de huevos del crustaceo en dicho medio y su eclosion. Se transfiere la mayor
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cantidad de nauplios vivos a un erlenmeyer con medio salino fresco; Se preparan para cada
sustancia de prueba 3 niveles de dilucion (1000, 500 y 250 pg/mL) y se colocan por
triplicado en 9 pozos de la microplaca, haciendo un volumen total por pozo de 100 pL de
solucién a ensayar. Posteriormente se agregan a cada pozo 100 pL de medio salino
conteniendo de 10-15 nauplios y 100 pL de medio salino. Se utilizan 3 pozos como
controles negativos los que se preparan en forma similar, utilizando como sustancia de

prueba el medio de disolucion de los extractos.

EVALUACION: Luego de 24 horas, se procede a contar el niimero de sobrevivientes en
cada dilucion, del que por diferencia con el valor inicial, se calcula el nimero de decesos
observados. La Concentracion Letal Media (CLsg) se calcula mediante una regresion no
paramétrica utilizando el programa “Trimmed Spearman-Karber Method”, version 1.5. Los
nauplios son sensibles a muchas sustancias de prueba, con lo que puede determinarse la
bioactividad de las mismas. Como prueba de pretamizaje resulta idonea, principalmente en
lo referente a la bisqueda de posibles sustancias antibidticas, citotoxicas, antimicrobianas

y/o plaguicidas®.
7.4  DISENO EXPERIMENTAL

Se efectuaron los tratamientos estadisticos respectivos a las pruebas de actividad
antibacteriana y citotdxica contra 4. salina, teniendo como factor el extracto n-hexanico de

E. caribaeorum.

Para la determinacion de actividad antibacteriana, se utilizo el disefio de bloques completos
al azar para los microorganismos, inoculando con estrias por quintuplicado en cajas de

Agar Muller-Hinton (AMH) con 1.0 mg/mL del extracto n- hexdnico, esperando obtener

una respuesta binomial (crecimiento o no crecimiento).
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7.4.1 NUMERO DE REPLICAS

Utilizando la prueba de hipétesis binomial para la obtencién de actividad bioldgica en

microorganismos (actividad antibacteriana):

Ho: p < 0.50 (noefecto)
Ha: p> 0.50 ( siefecto )

Para p=0.50 y o= 0.05, se requiere como minimo 5 ensayos por cada tratamiento,

esperando que los 5 sean éxito'”.

Los resultados demuestran que de 5 ensayos realizados para cada cepa patgena, los 5 no
presentaron actividad, por lo que Ho no se rechaza y se concluye que no tiene efecto

antibacteriano el extracto n-hexanico de E. Caribaeorum.

7.4.2 ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La interpretacion de los resultados se realizé mediante inferencia estadistica, haciendo uso
de técnicas no paramétricas, donde se utiliz6 para la estimacién de concentraciones
inhibitorias al 50% (Clso), y utilizando la transformacién a Trimmed Spearman-Karber

Method, versién 1.5, para la actividad citotoxica en nauplios de 4. salina.

Se determin6 la actividad citotoxica contra A. salina del extracto n-hexanico de E.
caribaeorum, el cual fue evaluado por quintuplicado agregando 100 pl del extracto disuelto
y 100 pl del agua de mar con 10-15 nauplios (concentracién final de 1mg/ml), utilizando
como control negativo 100 pul de agua de mar y 100 pul de agua de mar con 10-15 nauplios.

La citotoxicidad se expresa como concentracion letal media (CLsg), es decir la

concentracion que mata el 50 por ciento de los nauplios. Se calculé el porcentaje de

nauplios muertos de la siguiente manera:
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Sumar el nimero de camarones muertos en los cinco pozos (X)
Sumar el nimero total de camarones en los cinco pozos (Y)

Dividir X dentro de Y, multiplicarlos por 100.

Se determiné el valor de CLs, con el programa de computadora Trimmed Spearman-Karber

Method, version 1.5.

Si el porcentaje obtenido es mayor del 50 por ciento, significa que la CLso es menor de 1
mg/ml, por lo que se realizé la prueba nuevamente utilizando concentraciones decrecientes
(1.0, 0.5, 0.250, 0.125, 0.0625 y 0.031 mg/ml).

La prueba de hipdtesis binomial para la caracterizacion de los extractos, en la que se
realizaron ensayos macro y semimicro, muestra reacciones de coloracién en Cromatografia
de Capa Fina utilizando reveladores quimicos para la identificacién de los metabolitos
secundarios presentes, analisis posterior del patrén de fragmentacion del Espectro de Masas
de Impacto Electrénico de cada metabolito y el analisis de las sefiales, utilizando la

biblioteca de identificacién Wiley 275.1.'8
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8. RESULTADOS

8.1 Rendimiento del extracto y sus fracciones:

En las tablas No. 1 y No. 2, se observan la cantidad de extracto obtenido y de cada

fraccion derivada (en gramos) y el porcentaje de rendimiento de cada uno.

Tabla No. 1

Rendimiento del proceso de obtencion
del extracto n-Hexanico de E. caribaeorum

Peso Peso de
Organismo Extracto Rendimiento (%)
(gramos) (gramos)
5.8243 3.5121 60.3008
Tabla No. 2

Rendimiento del proceso de fraccionamiento
del extracto n-Hexanico de E. caribaecorum

No. de Porcentaje de

la Peso (gramos) rendimiento (%)

fraccion

1 1.2131 34.5405

9 0.3319 9.4501

3 0.0565 1.6087

4 0.0311 0.8855

5 0.0448 1.2755

6 0.2088 5.9451
Total 1.8862 53.7057




8.2 Constituyentes del extracto n-Hexanico identificados por medio de

Espectrometria de Masas.

El Espectro de Masa de Impacto Electronico (EMIE) obtenido de cada componente
presente en las 6 fracciones obtenidas del extracto, fueron comparadas con los que
posee la base de datos Wiley 275.1 incluida en el software del Cromatdgrafo de Gases
acoplado a Espectrometro de Masas, dando los siguientes porcentajes de
correspondencia (Anexo 1).
Tabla No. 3
Principales Metabolitos Secundarios y

Correspondencia de su EMIE de Base de Datos

Compuesto % de Correspondencia
Colesta-5-eno-33-ol 99
a—Cubebeno 86
-Cubebeno 89
o-Gurjuneno 93
cis-Calamaneno 97
[3-Selineno 95
Valenceno 90

El anélisis del Espectro de Masa de Impacto Electronico de dos compuestos presentes
en la Fraccién No. 6 y la propuesta de su Mecanismo de Fragmentacion, sugieren
fuertemente la presencia de compuestos tipo Sarcodyctina, similares estructuralmente a
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las Valdivonas™', cuya estructura se muestra a continuaciéon (ver Anexos 2 y 3). Se

sugieren los nombres de Caribaedyctinas 1y 2.

O— CH,CH,

Caribaedyctina 1
C32H4506
m/z 528.345089




. e
/\io"" N\

>
N

O—CH,

Caribaedyctina 2
C27H4006
m/z 460.282489

8.3 Determinacién de la actividad contra bacterias, levaduras y hongos:
8.3.1 Fase de tamizaje

Se determiné la actividad del extracto n-hexanico de E. caribaeorum y sus
fracciones derivadas, contra las bacterias gram (+): B. subtilis y S. aureus, las
bacterias gram (-): E. coli, P. aeruginosa, S. typhi; los hongos levaduriformes:

C. albicans y C. neoformans, asi como la micobacteria: M. smegmatis.

Tabla No.4
Actividad antibacteriana y antifingica del extracto

n-Hexanico de E. caribaeorum

Extracto / Fraccion

Fraccion No. 1

Fraccion No.

Fraccién No.

Fraccion No.

Fracciéon No.

A | B W N
[
1
1
1
1
[
1
1

Fracciéon No.

Organismos ensayados: A: S. aureus, B: S. typhi,, C: M. smegmatis, D: B. subtilis, E: P. aeruginosa, F: C. albicans,

G: E. coli, H: C. neoformans. Referencias: (+) no hay crecimiento de cepa, actividad positiva, (-) Si hay crecimiento,

.

actividad negativa.
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De acuerdo a la tabla No. 4 se observa que hubo crecimiento de microorganismos al

utilizar el extracto n-hexanico y sus fracciones, por lo que representa una actividad

antibacteriana negativa.

8.4 Determinacion de la actividad citotéxica contra nauplios de A. salina:

8.4.1 Fase de tamizaje:

La actividad del extracto n-hexanico de E. caribaeorum y sus fracciones fue determinada

segun la letalidad de las muestras contra nauplios de 4. salina de 48 horas de vida a los que

se enfrentaron. En la fase de tamizaje se consideré que un extracto presentaba actividad

positiva si era capaz de matar a mas del 50 por ciento de los nauplios contra los que se

evalué. Este procedimiento se realizé por quintuplicado por lo que el valor obtenido es el

promedio de los cinco pozos de la prueba.

Tabla No. 5

Tamizaje de la actividad citotoxica del extracto
n-hexinico de E. caribaeorum y sus fracciones
contra nauplios de A. salina

Extracto

Pozo No.1
Muertos/
Totales

Pozo No.2
Muertos/
Totales

Pozo No.3
Muertos/

Totales

Pozo No.4
Muertos/

Totales

Pozo No.5
Muertos/
Totales

Total
muertos/
Total
ensayo

Nauplios
muertos

(%)

5 Ef)“fn 11/13 | 9710 1/13 | 911 8/10 | 48/57 | 84.21
F Ne o | 13 | oomr | 1315 | 1314 | 1115 | 57/68 | 83.82
FrNaf)‘“g“ 11/12 | 14/14 | 10/10 | 10/10 | 10/10 | 55/56 | 98.21




27

Puede apreciarse en la tabla anterior, que el extracto n-hexanico sin fraccionar de E.
caribaeorum presentd actividad positiva en la fase de tamizaje, ya que el porcentaje de
nauplios muertos es del 100% seguido de la fraccion No. 6 con un 98.21%, estos valores
fueron mayores del 50 por ciento, el cual era considerado como valor indicador de la
actividad citotoxica positiva. No se evaluaron las fracciones No. 3, 4 y 5 debido a la escasa

muestra del extracto.
8.4.2 Determinacion de la CLsg:

Debido a que el extracto n-hexanico de E. caribaeorum y sus particiones mostraron
actividad positiva contra los nauplios de 4. salina en la fase de tamizaje, se procedié a
determinar la dosis a la que el mismo extracto era capaz de matar al 50 por ciento de estos
crustaceos. El procedimiento aplicado fue el mismo que se utilizé en la fase de tamizaje,
pero empleando tres diferentes concentraciones de las muestras a evaluar (1.0, 0.5 y 0.25
mg/ml), para obtener a través del programa Trimmed Spearman-Karber Method, version
1.5 la Concentracién Letal Media (CLs).

Tabla No. 6

Determinacién de la Concentracién Letal Media (CLsp)
del extracto n-hexanico de E. caribaeorumy
sus particiones contra nauplios de A. salina.

No. nauplios muertos por dosis Intervalo de
Extracto CLso Conft
onfianza
/Fraccion 1 0.5 0.25 mg/ml
mg/ml mg/ml mg/ml LCS-LCI al 95%

i &

Fraccion No.

17

0.330

0.300 - 0.370

Fraccion No.

18

0.300

0.280 - 0.340

Fraccion No.

0.220-0.390




28

Los resultados anteriores demuestran que el extracto n-hexanico de E. caribaeorum posee
actividad citotéxica ya que su CLs, se encuentra a menos de 1mg/ml, con lo que también se

refleja en el porcentaje de nauplios muertos por concentracion.

CL50 vrs. % CITOTOXICIDAD

R
o N
o O

% CITOTOXICIDAD
3

0 0.1 0.2 0.3 0.4
CL 50

Grafico No. 1

El mayor porcentaje se obtiene del extracto sin fraccionar con una CLs de 0.26 mg/ml,
seguido de la fraccién No. 6 con CLsj de 0.29 mg/ml., las fracciones 1 y 2 presentaron CLsg
de 0.30 mg/ml y 0.33 mg/ml.




9. DISCUSION DE RESULTADOS

El extracto n-hexéanico de E. caribaeorum corresponde a un 60.3008% del peso en extracto
crudo del organismo y el fraccionamiento del extracto n-hexanico un 53.70%. Estos
resultados son normales, al considerarse que el extracto n-hexdnico es el mds rico en

compuestos apolares organicos en invertebrados marinos.'®

Los resultados de actividad bioldgica del extracto n-hexanico del gorgonio, no mostraron
actividad antibacteriana, sin embargo, como era de esperarse por los compuestos que posee,
mostraron promisoria actividad citotdxica contra 4. salina, siendo la fraccion que contiene
las Sarcodyctinas la mas activa, con una CLsode 0.29 mg/ml, alrededor de 640 WM, que se

considera un valor muy aceptable en su potencialidad citotoxica.

La potencialidad citotoxica se confirma al observar el grafico No. 1 en el que se establece
que a mayor porcentaje de nauplios muertos hay una dosis letal media menor de Img/ml,
tal es el caso de la fraccion que contiene las sarcodyctinas que posee un CLsy 0.29 mg/ml
comparada con las otras fracciones con CLsp 0.30 mg/ml y 0.33 mg/ml donde hay un menor

porcentaje de mortalidad.

El andlisis de los patrones de fragmentacion de los compuestos separados por
Cromatografia de Gases de cada fraccion, determinaron que son esteroles y sesquiterpenos
los compuestos més abundantes en el extracto n-hexanico del gorgonio, lo que se considera
normal al comparar la composicién de extractos n-hexanicos de corales blandos similares

taxonémicamente a E. caribaeorum.>'*'®

En el Anexo No. 1 se presenta una comparacion del Espectro de Masas de Impacto
Electrénico de los principales compuestos obtenidos con el que presenta la Base de Datos
Wiley 275.1 incluida en el software del Cromatdgrafo de Gases acoplado al Espectrometro

de Masas utilizado.
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Las fracciones 5 y 6, muestran espectros de masa que pueden asignarse a compuestos tipo
Sarcodyctina, lo que se esperaba al conocerse por la literatura que el extracto metandlico

posee Eleutherobina y Eleutherésidos. *!"'?

En los anexos No. 2 y 3 se presenta la propuesta de estructura de dos nuevas Sarcodyctinas,
fundamentadas éstas en el mecanismo de fragmentacién de sus Espectros de Masa de

Impacto Electrénico.

La propuesta de la estructura de los Compuestos 1 y 2 (Caribaedyctinas 1 y 2), cuyas
estructuras se muestran a continuacion, se fundamentan en el anélisis de su Espectro de
Masa de Impacto Electrénico, analisis que se incluye dentro de los anexos 2 y 3, en el que
se adjunta el Espectro de Masas de cada uno, propuesta de su mecanismo de fragmentacion
y la discusién, que incluye la estructura asociada con cada pico considerado fundamental,

su intensidad en el espectro y la base tedrica que explica su formacion.

O— CH,CHj

Caribaedyctina 1
C32Has06
m/z 528.345089

N
qQ,

0—CH,
Caribaedyctina 2

C27H4006
m/z 460.282489

El patréon de fragmentacion de estos compuestos muestra claramente su naturaleza

7w v s Pt w : 4 11.1
terpénica, tipica de compuestos similares como los Asbestininos'®, Eunuicelinas'"'®,

Briareinas'® y Sarcodyctinas''"?'.




La ausencia del éster del Acido Urocanico en Caribaedyctinas 1y 2, se demuestra por la

ausencia en los Espectros de Masas'' de fragmentos con m/z 135 y m/z 153 y con pérdidas

de M-135 y M-153.

La ausencia de la molécula de glucosa, por no presentarse fragmentos a m/z 180 y m/z
179."®
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10. CONCLUSIONES

El extracto n-hexdnico de E. caribaeorum y sus fracciones expuestas a cepas

patégenas no presentaron actividad antibacteriana.

El extracto n-hexénico de E. caribaeorum y sus fracciones presentaron importante

actividad citotdxica contra nauplios de Artemia salina.

Los principales tipos de metabolitos secundarios encontrados en el extracto

n-hexdnico de E. caribaeorum son esteroles y sesquiterpenos.

Se identificaron compuestos tipo Sarcodyctina en el extracto n-hexénico del

gorgonio.

Los compuestos tipo Sarcodyctina se encuentran presentes en la fraccién que

presenté mayor actividad citotdxica del extracto.
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11. RECOMENDACIONES

Continuar evaluando el extracto n-hexéanico de E. caribaeorum para determinar si el

mismo posee otro tipo de actividad bioldgica.

Confirmar la estructura de las Sarcodyctinas encontradas en el extracto n-hexanico

del gorgonio mediante nuevas investigaciones.

Continuar con el aislamiento y elucidacion estructural de los metabolitos
secundarios tipo Sarcodyctina del extracto n-hexanico del gorgonio, para identificar

nuevas moléculas con potencial anticancer.

Realizar pruebas de citotoxicidad con otros agentes como 7Thamnocephalus
platiurius y lineas celulares cancerosas con las fracciones que demostraron mayor

actividad.
Continuar los estudios de prospecciéon de invertebrados marinos del caribe

guatemalteco para continuar con la busqueda de nuevos medicamentos de origen

marino.
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ANEXOS

Anexo 1.

Comparacion del Espectro de Masas de Impacto Electrénico de los principales

compuestos obtenidos con el que presenta la Base de Datos Wiley 275.1 incluida en el

software del Cromatégrafo de Gases acoplado al Espectrometro de Masas utilizado.
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Anexo 2
Propuesta de Mecanismo de Fragmentacion del Espectro de Masa

de Impacto Electréonico de Caribaedyctina 1.
Mecanismo de Fragmentacion de Caribaedyctina 1
Formacién de Fragmentos a m/z 424 y m/z 354
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Mecanismo de Fragmentacion de Caribaedyctina 1

Formacién de Fragmentos a m/z 242 y m/z 132
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. Espectro de Masas de Impacto Electronico de Caribaedyctina I
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Intensidad de los Picos en el Espectro de Masas de Caribaedyctina 1

Pico % de
No. | intensidad
132 100
159 15.52
207 5.59
242 18.01
354 7.58
424 7.45
528 6.83

Mecanismo de Fragmentacion

El ion molecular de Caribaedyctina 1 calculado en 528 umas e intensidad de 6.8% se
descompone via una reaccion alfa en cascada en tres etapas para formar el cation-radical a
m/z 424 (7.6%), correspondiente a la fragmentacion [M-OC,Hs-OCOCH3]. Este tipo de
reacciones es muy comin en compuestos organicos al eliminarse los radicales libres

estables etdxido y acetiloxi.

El ion-radical a m/z 424, sufre cuatro rearreglos de Hidrégeno (rH) sucesivos, hasta
formarse un catién-radical disténico, en el que el electron libre se ubica en posicion delta
del grupo carboxilo del éster octanoico, formando una especie tipica de ésteres alifaticos,

en la que se prepara la molécula para una reacciéon de desplazamiento (rd), en la que se

elimina una molécula neutra insaturada de CsH;,.

Las especies formada via los rearreglos de Hidrdégeno, son un radical alilico terciario, uno

secundario alilico estabilizado por Oxigeno y uno alfa-carbonilo, especies cuya estabilidad

Justifican su formacion.
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El desplazamiento de Hidrogeno que sufre la especie distonica del carbonilo a m/z 424, se
encuentra bien documentada (Lavanchy ef. al. 1979 en la referencia 20), en la que se
rearregla el éster para formar un heterociclo oxigenado estable de 6 atomos, que se
fragmenta via tipica reaccion de desplazamiento alfa en cascada para generar el fragmento

a m/z 354 (7.6%) para una composicion de Cp3H3003.

Este cation-radical distonico, sufre rearreglo de Hidrégeno con posterior reaccion alfa en
cascada, produciendo la eliminacion de dos radicales libres estables; propenilo (C;Hs de
m/z 41) y propenoxilo (C3H3;0, de m/z 71), para formar un radical terciario a m/z 242

(18%) correspondiente a una composicion de C;7H,,0.

Este cation-radical disténico sufre una serie de descomposiciones hasta generar el pico base

del espectro (100%), las que pueden resumirse asi:

e Reaccion alfa y rearreglo de Hidrégeno para formar un radical doblemente alilico,
que posteriormente sufre una reaccién alfa y tautomeria ceto-endlica para formar un

cation-radical oxigenado.

e Este catidon-radical sufre tres reacciones alfa sucesivas, en las que se genera un muy
estable catidon acilio doblemente conjugado, que luego de posterior rearreglo de
Hidrégeno, forma un radical terciario y doblemente alilico (ademas del cation

alilico conjugado).

e Este cation-radical disténico sufre dos reacciones alfa sucesivas y pérdida de una
molécula de 1,3-butadieno (C4Hg de m/z 54), una molécula de n-propino (C3Hy de
m/z 40) y un radical de Hidrégeno (m/z 1) para formar el pico base (pico padre) del
espectro (100%) de m/z 132 y composicion CoHgO.




; Anexo 3

Propuesta de Mecanismo de Fragmentacion del Espectro de

Masa de Impacto Electronico de Caribaedyctina 2.
Mecanismo de Fragmentacion de Caribaedyctina 2
Formacién de Fragmentos a m/z 445 y m/z 387
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Intensidad de los Picos en el Espectro de Masas de Caribaedyctina 2

Pico % de
No. | intensidad
99 42.15
119 100
147 19.35
177 21.29
204 19.35
229 40.64
272 26.45
315 2.74
387 3.87
444 2.58
445 1.95
460 1.93

Mecanismo de Fragmentacion
Se proponen dos rutas de fragmentacién del ion molecular de Caribaedyctina 2 (460 umas e
intensidad de 2%).
En la primera, se descompone via una reaccion alfa en cascada en dos etapas, para formar
el catién-radical a m/z 430 (no observado), correspondiente a la fragmentacion [M-2CHj].
La eliminacion de este tipo de fragmentos estables es muy comtin en compuestos organicos
y sucede muy rapidamente, por lo que puede explicarse el no observarse el fragmento a m/z
430, aunado al hecho de que el ion molecular es de muy baja intensidad.
Este fragmento sufre una posterior eliminacién de un radical acilio (C;H;0 de m/z 43), para
generar el fragmento de férmula Cy3H;0s de m/z 387 (4%), que es un carbocation

secundario alilico, estabilizado por Oxigeno y alfa a un grupo carbonilo.
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En la segunda ruta de fragmentaciéon propuesta, el ion molecular sufre una pérdida de
metilo [M-CH;] via dos reacciones alfa consecutivas para generar un carbocation
secundario, doblemente alilico y estabilizado por oxigeno con m/z 445 (2%) y férmula

molecular C,5H330s.

La formacién de este fragmento esta fundamentada por los estudios de Zohorsky en 1982
(Referencia No. 20, pag 862).

Este fragmento sufre una posterior pérdida de un radical metilo para generar una cetona
doblemente alfa-beta insaturada, quien mediante reacciones tres alfa en cascada genera el

fragmento de m/z 387 (4%) de composicién Cy3H3,0s por pérdida de un grupo acilio.

De otros picos del Espectro de Masas, puede proponerse su origen como se muestra en la
tabla siguiente:

m/z e intensidad Origen

272 (26.5%) [315-C,H;0] Pérdida de acetato.

272 (26.5%) [387-C,H;0-C4H;0-H] Pérdida de acetato, butirato e

Hidrégeno.
229 (40.6%) [272-C3H] Pérdida de isopropilo.
229 (40.6%) [315-C,H30] Pérdida de acetato.

[119+C,H30+CHj3] Fragmento con la estructura del pico

(V)
177 (21.3%) padre + el grupo acetilo y un grupo metilo.

119 (100%) CsH-0 Tipico de cetonas ciclicas sustituidas.

99 (42%) [229-C3H7-C4H;0;] Pérdida de acetato y butirato.

De esta tabla puede deducirse que la presencia de los grupos éster acetato y butirato es muy
probable y que la estructura del pico padre es congruente con los fragmentos esperados en

este tipo de metabolitos secundarios.
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