005 &

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MExu;uf@

e X 2 .
FACULTAD DE  QUIMICA J

ESTRUCTURA DE LA TRICOLORINA A, UN GLICOLIPIDO MODULADOR
DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PROTEINA CINASA C Y
PRINCIPAL AGENTE ALELOPATICG DE IPOMOEA TRICOLOR CAV.

(CONYOLVULACEAE),

TESIS QUE. PARA OBTENER EL GRADO " DE
DOCTOR EN CIENGCIAS QUIMICAS (FARMACIA)
P R E ] E N T A
ROGELIO G. PEREDA MIRANDA

MEXICO, D. F. 1994

TES1S COX
FALLA DE ORIGEN



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

Presidente Dra. Estela Sanchez Quintanar
Primer Vocal Dra. Ana Luisa Anaya Lang
Segundo Vocal Dra. Rosalinda Contreras Theurel
Tercer Vocal Dr. Robert Bye Buttler

Secretario Dr. Rafael Castillo Bocanegra
Primer Suplente Dra. Carmen Rivera Mufi6z
Segundo Suplente Dr. Luis Angel Maldonado Graniel

Sitio donde se desarroll6 el tema:

Departamento de Farmacia, Division de Bioquimica y Farmacia.
Facultad de Quimica.
Universidad Nacional Auténoma de México.

Zohel Am%ﬁclr&

Asesor ra. Rachgl Mata Essayag

Sustentante M. en C. Rogelio G. Pereda Miranda



CONTENIDO

PROLOGO........oiiiciirci i st tss e ssnasass s s anes

1. ANTECEDENTES
1.1 Generalidades sobre las especies de [pomoea
1.1.1 El género Jpomoea y la medicina tradicional mexicana..................
1.1.2 Las resinas glicosidicas del género [pomoea...............cccceevevvnnne.
1.1.3 Farmacologia del género [pomoeaq...............cccccoeenvvnnirensneenns
1.2 Generalidades sobre los sistemas de transduccion de sefiales
1.2.1 Transduccion de sefiales y 1a proteina cinasa C (PKC)..........c......

1.2.2 Farmacos y productos naturales moduladores de la PKC.............

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Consideraciones ZENerales...........ccoveeeeceenvcrinnneresiossvrsiossessesessrosnessass sossnns
2.2 Objetivo Zeneral.........cocccvmieiiirveniiere e srenseneises s s e tenasasesssns

2.3 Objetivos eSPECfiCOS........coivvcrimmnriinriinesiiiieeieissniissisaisseesnsnsesiassasens

XVl

24

25
30

35
37
38



3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Procedimientos experimentales generales
3.1.1 Métodos cromatograficos
3.1.2 Determinacion de las constantes fisicas
3.2 Material vegetal
3.3 Extraccion

3.3.1 Preparacion de los extractos organicos totales
3.3.1.1 Extraccion de Jpomoea tricolor.
3.3.1.2 Preparacion de las resinas glicosidicas de

Ipomoea purga, Ipomoea tryianthina e
Ipomoea pes-caprae
3.3.2 Preparacion del crudo alcaloideo de [pomoea tricolor
3.4 Cuantificacion y caracterizacion de los constituyentes mayoritarios del
crudo alcaloideo de [pomoea tricolor
3.5 Procedimientos para la evaluacion del potencial alelopatico
3.6 Fraccionamiento biodirigido

3.7 Aislamiento y purificacion de la tricolorina A

3.7.1 Cromatografia de particion centrifuga............cccoeevvrirnuiennens R

3.7.2 Cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC)............cc.o.e.. '

3.7.3 Caracterizacion de la tricolorina A
3.8 Evaluacién del potencial bioldgico de la tricolorina A

3.8.1 Evaluacion del potencial alelopatico

Pégina

39
39
40

41
41

42

43

..... 46

47

49
49
51



3.8.2 Evaluacion del potencial modulador de la tricolorina A sobre la actividad
enzimatica de la proteina cinasa C
3.8.2.1 Evaluacién del potencial antagonista de la tricolorina A en el
ensayo de union de los ésteres de forbol y la estaurosporina
a la proteina cinasa C

3.8.2.2 Evaluacion del potencial modulador de la tricolorina A sobre

la actividad enzimatica de la proteina cinasa C
3.8.3 Evaluacion del potencial antimicrobiano

3.8.3.1 Preparacion de los inoculos

3.8.3.2 Preparacion de la muestra de prueba

3.8.3.3 Procedimientos del ensayo de difusion

3.8.3.4 Procedimientos del ensayo de dilucion.

3.8.4 Evaluacion del potencial citotoxico
3.8.4.1 Toxicidad para el crustaceo Artemia salina
3.8.4.1.1 Preparacion de las muestras

3.8.4.1.2 Procedimientos del bioensayo.........ccceermerneencecriecnrene

3.8.4.2 Ensayos de citotoxicidad

3.8.4.2.1 Medios y cultivos "stock"

3.8.4.2.2 Preparacién de las muestras de prueba...............iie
3.8.4.2.3 Preparacion de la suspencidn celular para el bioensayo
3.8.4.2. 4 Bioensayos e

3.8.4.2.4.1 Método A

3.8.4.2.4.2 Método B

3.8.4.2.5 Determinacion de la dosis efectiva media (DEyy)........

$1

Pagina

52
54
55
56

56
56

57

- 57

58
60
60

60
- 61
62



Pégina

3.9 Preparacion de derivados

3.9.1 Hidrdlisis alcalina de la tricolorina A.............icciveevniiesciines e 63
3.9.2 Acetilacion de la tricolorina A.........c..oceoveeeeeeeeiveneenecieennsserseesins 65
3.9.3 Preparacion del acetonido de la tricolorina A........cocvevvveveenennen, 66

3.9.4 Hidrolisis acida de la tricolorina A: analisis de carbohidratos
3.9.4.1 Anilisis mediante cromatografia en capa fina................. 67
3.9.4.2 Andlisis mediante cromatografia de gases
3.9.4.2.1 Condiciones instrumentales........c.......coceererenne 68

3.9.4.2.2 Procedimientos para la sililacién

3.9.4.2.2.1 Procedimiento general..................... 69

3.9.4.2.2.2 Procedimiento para la
mercaptalacion-sililacion.................. 69
3.9.5 Hidrolisis del 4cido tricolOMEO. .....coerirninrenirererecinseseeeierecvenes 70

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fraccionamiento biodirigido del extracto cloroférmico de Ipontoea

tricolor y evaluacion del potencial alelopatico de la tricolorina A..... 71

4.2 Estructura de 12 tricoloring A.........c.cccoveicririenienecneecsennreecnnnee 79
4.3 Evaluacion del potencial farmacoldgico de la tricolorina A................ 121
4.3.1 Evaluacion del potencial antimicrobiano..............coucevueeene. 122
4.3.2 Evaluacion del potencial CitotOXico......ccvvvrvveereervenierseenneis 124

4.3.3 Evaluacion del potencial modulador de la tricolorina A sobre

la actividad enzimatica de la proteina cinasa C........ocvenne 129




Pagina

4.4 Determinacion del contenido alcaloideo de las partes aéreas de

Ipomoea tricolor mediante cromatografia de gases-espectrometria

A€ MASAS......oiiiiieiiiiieie ettt ee e e sbre e e saa e s e reasseraeneen 140
5. CONCLUSIONES........ccvetiitieecerirnnereesinessteiariersasessssesssensstsacnssnessorsassases 145
BIBLIOGRAFIA.......oooieiicrirtreeeenrensieesessosresssesasseasssessassasssssesssnnesessssassesos 148



RESUMEN

La presente disertacion describe la investigacion llevada a cabo para poner en
evidencia el potencial alelopatico de Ipomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae), una planta
utilizada en la agricultura tradicional mexicana para controlar el crecimiento de las plantas
nocivas. En esta investigacion se realizo la evaluacién de la actividad inhibidora de los
extractos organicos (hexanico, clorofémico y metandlico) y del crudo alcaloideo
preparados a partir de las partes aéreas de esta especie sobre la germinacion de semillas y
el crecimiento radicular de Amaranthus leucocarpus y Echinochloa crus-galli. E\
fraccionamiento biodirigido del extracto activo (CHCl;) mediante los ensayos antes
mencionados permitié el aislamiento de los principios alelopaticos que correspondieron a
la mezcla de resinas glicosidicas caracteristica del metabolismo secundario de las especies
de la familia de las convolvulaceas.

La estructura de la tricolorina A, el constituyente bioactivo mayoritario presente en
la fraccion alelopatica, se elucidd como el 11-O-o-L-ramnopiranosil-(1—3)-0-o-L-{2-0-
(2S-metilbutiril)-4-0-(25-metilbutiril)} -ramnopiranosil-(1—>2)-0-B-D-glucopiranosil-(1—»
2)-B-D-fucopirandsido del acido (115)-hidroxihexadecanoico-(1,3"-lactona) {1} mediante
la aplicacion de diversas técnicas de alta resolucion en la resonancia magnética nuclear que
incluyeron experimentos SINEPT, COSY, HETCOR, COLOC, HOHAHA y ROESY.

En el estudio de la actividad inhibidora de la tricolorina A sobre el crecimiento
vegetal, los bioensayos de la germinacion de semillas demostraron una inhibicion
significativa para las dos especies de plantas arvenses utilizadas como organismos de
prueba. La tricolorina A {1} inhibi6 la germinacion de semillas de E. crus-galli con un
valor para la concentracion inhibidora media (Cl;) de 36.1 puM, en tanto que 4.
leucocarpus fue menos sensible con una Clyy de 149.9 uM. La concentracion de la
tricolorina A {1} que provoca la inhibicién del crecimiento radicular de las dos especies de

prueba correspondié a un intervalo de 12 a 37 puM. Estos resultados demuestran
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ABSTRACT

The allelopathic potential of Jpomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae), used in
Mexican traditional agriculture as a weed controller, has been demonstrated by measuring
the inhibitory activity of organic extracts on seedling growth of Amaranthus leucocarpus
and Echinochloa crus-galli. Screening of alkaloidal fraction and organic-solvent-soluble
extracts (hexane, CHCI,, and MeOH) of 1. fricolor on seedling growth bioassays detected
noteworthy activity in the CHCI, solution. Bioactivity-directed fractionation of the active
CHCI, extract led to the isolation of the allelopathic principle, which turned out to be a
mixture of the so-called "resin glycosides" of convolvulaceous plants.

The structure of tricolorin A, the major phytogrowth inhibitor present in the active
fraction, was elucidated as (1 1S)-hydroxyhexadecanoic acid 11-0-a-L-rhamnopyranosyl-
(1-3)-0-a-L-{2-0-(2§-methylbutyryl)-4-O-(2S-methylbutyryl) }-rhamnopyranosyl-(1—
2)-0-B-D-glucopyranosyl-(1—2)-p-D-fucopyranoside-(1,3"-lactone) {1}, based on
chemical methods and spectral analysis including 'H-'H COSY, 'H-"C HETCOR,
ROESY, long range 'H-'H HOHAHA and 'H-"C COLOC, and selective INEPT
experiments.

Phytogrowth-inhibitory activity bioassays with tricolorin A {1} showed significant
inhibition of seed germination in both weed plants tested. Analysis indicated a
concentration value required to cause 50% inhibition (ICso) of 36.1 uM for E. crus-galli.
Seed germination of 4. lencocarpus was less sensitive to compound 1, with an IC,, value
of 149.4 pM. Bioassays showed that the radicle elongation of the two weed seedling
tested was inhibited by tricolorin A {1} with IC,, values ranging from 12 to 37 uM. These
results clearly demonstrate that the Jpomoea resin glycosides are potent inhibitors of plant
growth that are primarily responsible for the allelopathic interference exhibited by these
species. Additional biological evaluation procedures for tricolorin A {1} were performed.

Quantitative antimicrobial assays against Staphylococcus aureus allowed the
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determination of an MIC of 1.5 pg/ml for compound 1. The crude resin glycosides and
pure tricolorin A {1} showed comparable lethality to brine shrimp with an LC,;, of 36.8
and 18.2 pg/ml, respectively. In spite of this larvicidal activity, compound 1 displayed only
marginal cytotoxicity with ten human cancer cell lines and murine lymphocytic leukemia in
cell culture (P-388). The most intense cytotoxic activity was observed with cultured P-388
and human breast cancer cells (EDyq 2.2 pg/ml).

Finally, competitive antagonism of phorbol 12,13-dibutyrate binding to partially
purified protein kinase C (PKC) was analyzed. Triclorin A was found to demonstrate a
dose-dependent inhibition of the specific binding of [PH]-PDBu with an ICs, of 43.2 uM.
This effect was further evidenced by the fact that tricolorin A {1} inhibited PKC activity
with a half-maximal inhibition of this kinase at 55.8 uM. The results presented in this
dissertation demonstrate the effects of a new PKC inhibitor which interacts directly with
the regulatory domain of PKC. Consequently, the broad spectrum of biological activities
displayed in vitro by tricolorin A {1} might be due at least in part to inhibition of PKC.

Tricolorin A {1}, as well as the resin glycosides from the Convolvulaceae family,
may therefore prove to be a biological tool for examining the physiological role of
phosphorylation by PKC and serve as an important lead -a putative pharmacological
modulator of PKC in vivo- for further chemical modifications to produce more potent and

specific PKC inhibitors.
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PROLOGO

En las ultimas dos décadas se ha observado el desarrollo de un nuevo campo de las
ciencias naturales de caracter interdisciplinario que investiga el papel biologico de los
metabolitos secundarios en las interacciones entre plantas y animales en su medio ambiente
y que ha recibido el nombre de ecologia quimica. Este desarrollo se ha logrado en gran
medida a la posibilidad de identificar moléculas organicas en cantidades micromolares vy,
evidentemente, a la aplicacion de técnicas de analisis quimico a los sistemas biologicos
para entender la funcion de los metabolitos secundarios en las complejas interacciones
planta-planta, planta-animal y animal-animal. La posiblilidad de aplicacion de estos nuevos
conocimientos ecologicos para el control de las plagas y la conservacion de las
comunidades bidticas constituye un factor adicional que ha permitido difundir el interés
‘por esta disciplina.

La presente disertacion surgio dentro de este contexto de investigacion de la
ecologia quimica y como parte de la propuesta de investigacion titulada "Potencialidad
Farmacoldgica del Género [pomoea", la cual constituyd uno de los requisitos para mi
ingreso al Doctorado en Ciencias Quimicas (Farmacia) que ofrece la Facultad de Quimica
de la Universidad Nacional Auténoma de México. Los resultados de la investigacion
reunidos en esta tesis han quedado integrados en dos partes: la primera incluye el estudio
fitoquimico de Jpomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae) que permitio el aislamiento y la
caracterizacion estructural del principio alelopatico de esta especie utilizada para el
control de las plantas nocivas en los agroecosistemas tradicionales de México; la segunda
parte se refiere a la evaluacion del potencial farmacoldgico de posible utilidad terapéutica
de cuatro especies medicinales del género Ipomoea, i.e. I. tricolor, I. pes-caprae, I. purga
e I tryianthina. Esta investigacion constituye una contribucion al conocimiento del papel
bioldgico de este género de plantas de gran importancia en la medicina y la agricultura

tradicionales de nuestro pais, como una fuente potencial de principios biodinamicos.
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1. ANTECEDENTES. .
1.1 GENERALIDADES SOBRE LAS ESPECIES DE IPOMOEA.
I.1.1 EL GENERO /POMOEA Y LA MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA.

De acuerdo con la clasificacion de Hegnauer (1964), la familia Convolvulaceae se
divide en dos subfamililas, Cuscutoideae y Convolvuloideae. Siete tribus pertenecen a la
subfamilia Convolvuloideae y de éstas la Ipomoeae y la Convolvuleae incluyen a los
géneros mas numerosos e importantes desde el punto de vista econdmico-medicinal.
Dentro de esta familia, existen aproximadamente 1100 especies agrupadas en 53 géneros.
El nombre de la familia se deriva del latin convolvo que significa entrelazarse y se refiere,
en términos generales, a la forma de su crecimiento ya que un gran nimero de estas
plantas son volubles, es decir enredaderas que trepan por un soporte enroscandose a él
(Grieve, 1982).

Uno de los razgos anatomicos mas sobresalientes de las convolvulaceas es la
presencia de hileras de células secretoras de resinas glicosidicas en los tejidos foliares y, en
especial, en sus raices. Estas resinas glicosidicas constituyen una de las caracteristicas
quimiotaxonomicas de esta familia y el empleo en la medicina tradicional de algunos
géneros (e.g. Convolvulus, Exogonium, [pomoea, Merremia y Operculina) se asocia con
las propiedades laxantes de sus resinas. Esta practica se encuentra ampliamente difundida
en todo el mundo e incluso figura de manera oficial en numerosas farmacopeas
(Millspaugh, 1974).

De la gran riqueza floristica mexicana, el género Jpomoea constituye un grupo de
plantas economicamente importantes para la vida cotidiana de nuestro pueblo y su uso es
muy antiguo. Algunas especies han sido utilizadas desde épocas prehispanicas con fines
medicinales, e.g., el "tolompatl" de los aztecas (Martinez, 1979) es un potente catartico
que se obtiene de los tubérculos desecados de [pomoea purga (Wender) Hayne, y debido
a las propiedades analgésicas y alucinogenas de las semillas del "tlitliltzin”, éstas se

utilizaron en los rituales religiosos adivinatorios (Schultes, 1976). Se ha sugerido que este



narcético de los antiguos aztecas fueron las semillas de Jpomoea tricolor Cav. (I[pomoea
violacea L.) que en la actualidad es utilizada por los indios zapotecas y chatines del estado
de Oaxaca, donde se le conoce con el nombre de badoh negro, o en zapoteco como
"badungas" (Martinez, 1979; Schultes, 1976; Schultes y Hofmann, 1979). Algunas
variedades de Ipomoea batatas (L.) Lam. deben su importancia econémica a las
propiedades alimenticias de sus tubérculos, conocidos en la culinaria nacional como
camotes. Se supone que esta especie derivé de Jpomoea tiliacea (Willd.) Choisy, como
resultado del cultivo y la seleccion por los pueblos aborigenes de América (Roig y Mesa,
1974).

En diversas regiones del mundo, también son de uso comiin en la medicina popular
las resinas obtenidas de las raices y partes aéreas de numerosas especies del género
[pomoea que se utilizan como catarticos (Alzugaray y Alzugaray, 1984; Diaz, 1977,
Milispaugh, 1974; Roig y Mesa, 1974; Wagner, 1973). Los tubérculos de las
convolvulaceas con propiedades purgantes se introdujeron en Europa hacia el afio de 1565
y, desde entonces, han constituido una de las materias primas con propiedades laxantes de
mayor comercio. La jalapa esta constituida por los tubérculos de Jjpomoea purga que se
exporta de la costa este de nuestro pais con el nombre de raiz de jalapa "mexicana” o "de
Veracruz" (Trease y Evans, 1988; Tyler ef al., 1988) y se utiliza como laxante, emético,
antihelmintico y emenagogo. El extracto acuoso tiene propiedades diuréticas (Martinez,
1989) y se emplea también para curar lagas y tlceras cutaneas (Linajes Palacios, 1991).
Desde el punto de vista farmacolégico, la jalapa se clasifica como un catartico drastico
hidragogo (Wallis, 1966) y se utiliza para el tratamiento de las hidrocefalias, las fiebres
gastronerviosas, la enteromeningitis e incluso la disenteria (Martinez, 1989). Asimismo, se
le atribuyen propiedades curativas para padecimientos cardiacos, hemorragias cerebrales y
de los estados congestivos e inflamatorios. La jalapa de Orizaba es la raiz desecada de
Ipomoea tyrianthina Lindley [[pomoea orizabensis (Pelletan) Ledenois] y se utiliza para la

preparacion de la resina de su nombre. Se parece a la jalapa en cuanto a sus propiedades



medicinales y se export6 en un principio como sustituto o adulterante de la jalapa (Singh
y Stacey, 1973; Trease y Evans, 1988).

Segiin la medicina popular nacional, la|resina de la raiz de Michoacan, Jpomoea
Jalapa (L.) Pursh y de los rizomas de /pomoea|stans Cav., conocida en los mercados del
Valle de México como la tumbavaqueros (Martinez, 1979), actiian como purgantes
drasticos y colecinéticos (Diaz, 1977). Los| cocimientos de la tumbavaqueros se
recomiendan para malestares cardiacos (Diaz, 1977, Martinez, 1989), en el tratamiento de
desordenes neuroldgicos como la epilepsia e histeria (Gonzalez Elizondo, 1984; Martinez,
1989) y se dice que se emplean para curar ef“}lfermedades de los rifiones y trastornos
biliares (Matuda, 1963) como la inflamacion de lps rifiones y el exceso de bilis (Martinez,
1989). Las infusiones preparadas con estas raice‘i‘;, mezcladas con flores del limon (Citrus
ssp.), la flor de la manita (Chiranthodendron pe;?ladact)rlarz) y la tila (Ternstroemia ssp.)
se beben para tratar el insomnio y la presion zirterial irregular. Para curar los nervios
(Linares et al., 1990), también se toma este :té adicionado con flores de magnolia
(Talauma mexicanay y el palo del Brasil (Haematoxylon brasiletto). Segiin Martinez
(1989), el principal uso del cocimiento de esta raiz (ca. 3% en peso seco) es contra el mal
de San Vito y los ataques epilépticos. En el estadd{ de Durango, en donde se conoce con el
nombre de quiebraplatos, se toma la infusion de laraiz durante la menstruacion para evitar
el embarazo (Gonzilez Elizondo, 1984). En Pahuaitlén, en el estado de Puebla, las mujeres
toman el cocimiento de las hojas, conocidas coh el nombre de "soyoquilitil", para la
produccion de leche durante la lactancia (Castro Ramirez, 1988). Diaz (1977) menciona
también propiedades antiespasmédicas y sedantes ﬁ)ara las infusiones de esta planta. Estas
bondades medicinales también se atribuyen en el es;tado de Durango a los cocimientos del
manto, /pomoea purpurea (L.) Roth, que ademési‘ se emplean para el tratamiento de la
diabetes y por sus apreciadas propiedades an‘ihistaminicas y diuréticas (Gonzalez

Elizondo, 1984).



Las semillas del amolillo, Jpomoea nil (L.) Roth, son un efectivo catartico y se
aplican al cabello en forma de enjuagues para promover su crecimiento (Soto Nuiiez,
1987) y para el tratamiento de enfermedades del tejido capilar (Roig y Mesa, 1974). Las
flores y bricteas de la trompetilla, [pomoea bracteata Cav., se usan en forma de infusiones
que se toman para curar la tos en la medicina tradicional de la cuenca del rio Balsas, en los
estados de Michoacan y Guerrero (Soto Nufiez, 1987). Las infusiones de la rifionina,
Ipomoea pes-caprae (L.) Sweet, planta rastrera comun de las playas secas y arenosas, son
efectivas para algunas afecciones renales (Martinez, 1989), contra las visceralgias y utiles
al exterior contra los dolores artriticos (Roig y Mesa, 1974). Una especie afin es la
Ipomoea stolonifera (Cyrill) Gmelin que en la region caribefia se recomienda en casos de
disenteria (Roig y Mesa, 1974).

La corteza del cazahuate, Jpomoea paucifiora Martens et Galeotti se emplea en
cocimiento en administracion oral, como agua de uso y en forma de bafios para curar
tumores cancerosos. Las hojas de este arbol, también conocido con el nombre de palo
flojo o palo bobo en los estados de Michoacan y Guerrero, se cuecen en agua y con el
cocimiento se dan barfios a quienes picé la arafia capulina. Se recomienda que, para que
surta efecto la curacidn, el paciente se bafie repetidas veces con dicho cocimiento cuando
ann esté caliente o tibio (Soto Nufiez, 1987). Para el tratamiento de tumores también se
recomiemda el empleo de las partes aéreas de [pomoea batatas e Ipomoea pes-caprae en
forma de fomentos, emplastos y cataplasmas (Hartwell, 1968). El cocimiento del palo del
muerto, I[pomoea murucoides Roem., se utiliza en forma de bafios contra la parilisis. En
los mercados, los indigenas recomiendan el cocimiento contra la hidropesia (Martinez,

1989),



1.1.2 LAS RESINAS GLICOSIDICAS DEL GENERO JPOMOEA.

Un grupo distintivo de glicolipidos de estructura compleja se encuentra
ampliamente distribuido en las especies pertenecientes a la familia de las convolvulaceas
(Wagner, 1973). Se han utilizado dos procedimientos para establecer la existencia de las
resinas glicosidicas en esta familia: (1) a través del uso generalizado de numerosas
especies en la medicina tradicional como purgantes, ya que la mayoria de las resinas
poseen un fuerte efecto laxante; y (2) mediante el aislamiento de las resinas y la
identificacion de sus productos de hidrolisis. La complejidad en la composicién de las
resinas ha dificultado la purificacion de los constituyentes individuales y, por lo tanto, su
completa caracterizacion. Sin embargo, estos glicolipidos presentan rasgos estructurales
que los unifican; cuando se someten a hidrolisis alcalinas, esto§ compuestos liberan acidos
alifaticos volatiles de cadena corta. Al mismo tiempo, se forma un acido glicosidico, el
cual se hidroliza en condiciones acidas para generar un acido graso hidroxilado,

correspondiente a la porcion de la aglicona, y varios azicares (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales productos de la hidrolisis acida de las resinas glicosidicas de las

convolvulaceas.

Acidos volatiles Acidos grasos hidroxilados Azucares
Acido acético 7-OH-Cy0 D-glucosa
Acido propidnico 11-OH-C 4 (acido convolvulinico) L-ramnosa
Acido isobutirico 11-OH-C ¢ (4cido jalapinélico) D-fucosa
Acido 2-metilbutanoico 3,12- di-OH-C1 4 (acido operculinico) D-quinovosa
Acido 3-hidro-2-metilbutanoico 3-11-di-OH-C4 (4cido ipurdlico) 6-deoxigulosa
Acido tiglico tri-OH-C 14 (4cido brasiliélico)

Acido caproico
Acido decanoico
Acido dodecanoico
Acido exogoénico




De acuerdo con este comportamiento observado en soluciones écidas y alcalinas,
se propuso una estructura general para todas las resinas glicosidicas de las convolvulaceas,
la cual representaba un polimero con un peso molecular entre 500 y 10 000 unidades de
masa atomica de una unidad liposacarida, la cual correspondia al &4cido glicosidico liberado
por la accion de una base (Wagner, 1973). La figura 1 ilustra la propuesta estructural de
Mannich y Schumann (1934) para las resinas de Exogonium purga Benth. ([pomoea
purga). Los azicares en estos complejos se encuentran en forma de di, tri, tetra, penta y
hexasacaridos de un &cido graso hidroxilado, este niicleo liposacarido representaria la
unidad monomérica que se obtiene como producto de la saponificacion del crudo resinoso
total y la cual se encuentra parcialmente acilada por diferentes acidos volatiles. Los
nombres comunes con que se designan a las agliconas (acidos grasos hidroxilados) de
estos liposacaridos se han derivado del género o de la especie de la cual se han obtenido
(Wagner, 1973). En el cuadro 1 se enumeran los azlicares y los acidos grasos que
constituyen el nicleo oligosacarido de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas. El
acido exogonico (dcido 3,6:6,9-diepoxidecanoico) merece una mencion especial entre los
acidos volatiles que esterifican a los nucleos oligosacaridos de las resinas debido a su
estructura excepcional. La principal diferencia entre la resina de la jalapa brasilefia, /.
operculata (Gomes) Martin, de la mexicana (/. purga) es la presencia de este acido como
uno de los productos de la hidrolisis alcalina de las resinas de la jalapa brasilefia (Wagner,
1973; Ono et al., 1989a).

La complejidad de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas y su alto peso
molecular constituyen factores que han dificultado, y en la mayoria de los casos impedido,
el aislamiento de sus constituyentes individuales. Los productos de la hidrolisis alcalina de
las resinas, es decir los acidos glicosidicos y los acidos volalites, han constituido la Ginica
informacion utilizada por los farmacognostas para fines de identificacion y clasificacion de
las especies medicinales utilizadas como materias primas para la preparacion de las resinas

laxantes.
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Figura 1. Estructura de las resinas glicosidicas de Exogonium purga Benth. (Jpomoea
purga) de acuerdo con Mannich & Schumann (1938).



Las investigaciones relacionadas con la quimica de las resinas glicosidicas de
algunas especies de interés medicinal de los géneros Convolvulus, Ipomoea, Merremia,
Operculina y Pharbitis durante las décadas de los sesenta y setenta corresponden a los
trabajos de Auterhoff y Demleitner (1955); Shellard (1961a; 1961b); Okabe y Kawasaki
(1970; 1971) y Wagner (1973). Estos trabajos fitoquimicos se enfocaron unicamente a la
preparacion de los acidos glicosidicos mediante hidrolisis alcalina de las resinas totales y a
la caracterizacion de sus componentes obtenidos por hidrélisis, la cual se realizo a través
de la identificacion por espectrometria de masas de las agliconas y de los acidos volatiles,
en tanto que la secuencia de glicosidacion de los azicares se determind mediante: (1) la
permetilacion e identificacién de los aziicares metilados y sus correspondientes alditol-
acetatos utilizando la cromatografia de gases (Wagner y Schwarting, 1977; Wagner et al.,
1978); (2) hidrolisis parciales para generar di, tri o tetrasacaridos (Singh y Stacey, 1973;
Wagner y Kazmaier, 1977) y (3) sintesis de los oligosacaridos resultantes (Wagner, 1973;
Wagner el al., 1978). Ninguna de estas investigaciones pioneras en la quimica de las
resinas glicosidicas de las convolvulaceas se dedicé a la purificacion de los constituyentes
individuales de estas mezclas de glicolipidos y todas ellas, sin excepcion alguna,
consideraron como verdadera la propuesta estructural de Mannich y Schumann (1938)
para las resinas de /. purga.

Las resinas glicosidicas se han agrupado en dos categorias de acuerdo con su
solubilidad; aquellas solubles en éter y conocidas como la jalapina y la porcion del crudo
resinoso insoluble en este disolvente o convolvulina (Trease y Evans, 1987, Ono et al.,
1989a). A partir del final de la década pasada, las investigaciones conducidas por
Kawasaki y Miyahara han proporcionado importantes contribuciones al conocimiento de
la compleja estructura molecular de los constituyentes individuales de las resinas de
algunas especies de los géneros [pomoea (Noda et al., 1987,1988b;1992b; inter alia),
Convolvulus (Noda et al., 1992a), Quamoclit (Ono et al., 1992b) y Pharbitis (Ono et al.,

1992c). Estas investigaciones han demostrado que los constituyentes individuales de las



resinas representan monémeros de un liposacarido cuya aglicona corresponde a cualquiera
de los acidos grasos incluidos en el cuadro 1 y que para las resinas pertenecientes al grupo
de la jalapina en las especies de [pomoea es el éacido jalapindlico, &cido 11(S)-
hidroxihexadecanoico. El nicleo oligosacarido se encuentra parcialmente acilado en la
mayoria de los casos y se combina con el grupo carboxilo de la aglicona para formar un
éster macrociclico (Noda et al., 1987). El éxito en la purificacion de los constituyentes
individuales de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas ha dependido exclusivamente
del empleo de la cromatografia de liquidos de alta presion. La elucidacién estructural se ha
realizado mediante la aplicacion de las metodologias modernas espectroscopicas, en
especial la resonancia magnética nuclear de alta resolucién (300 y 500 MHz). A
continuacion se enumeran los glicolipidos aislados del género Jpomoea y cuya estructura

se ha establecido totalmente.

(1) Orizabinas I-IV.

Los primeros constituyentes aislados a partir de un crudo resinoso fueron las
orizabinas I-IV (Fig. 2), las cuales corresponden a la porcion soluble en éter de las resinas
glicosidicas de la raiz de I. orizabensis (Noda et al., 1987). La estructura del nicleo
liposacarido de las orizabinas se caracterizé como el 11-O-B-D-quinovopiranosil-(1-->4)-
O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosil-(1—>2)-B-D-fucopirandsido del acido
hidroxihexadecanoico, y en el cual el éster macrociclico se establecid entre la aglicona y
el grupo hidroxilo en C-3 de la unidad de ramnosa. Por primera ocasion, se intento
establecer la configuracion absoluta del centro quiral C-11 del acido jalapindlico mediante
el empleo del método de Horeau (1977). Sin embargo, el escaso exceso enantiomérico
obtenido en esta reaccion de esterificacion no constituy6 un argumento definitivo para la
configuracion 11-R originalmente propuesta, la cual posteriormente se revisd y establecio
de manera inequivoca mediante la sintesis del acido (11S) (+)-jalapinélico (Shibuya ef al.,

1989) y, recientemente, a través del empleo del método de Mosher (Ono et al., 1993).
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Orizabina I R; = R; =H, R, = nla, R; = mba
Orizabina II: R, =R, = H, R, = nla, R, = iba
Orizabina III: R; =R; =H, R, =R,=nla
Orizabina IV: R, =R, =H, R, =nla, R, =iba

Figura 2, Estructura de las orizabinas I-IV, constituyentes mayoritarios de los tubérculos
de [pomoea orizabensis (Pelletan) Ledenois. Abreviaciones: nla = niloilo (3-hidroxi-2-
metilbutiroilo); mba = 2-metilbutiroilo; iba = isobutiroilo; tga = tigloilo.



(2) Muricatinas I-VIIL

Las semillas de Jpomoea muricata (L.) Jacq. se utilizan como laxantes y
carminativos en la medicina tradicional de la India, y junto con las semillas de /. hederacea
Jacq. se incluyen de manera oficial en la farmacopea de este pais (Kirtiker, et al., 1935).
Khanna y Gupta (1967) investigaron mediante hidrolisis alcalina la composicion de la
muricatina A, principal glicdsido de estas semillas. Este procedimiento proporcioné los
acidos caproico, palmitico y estearico junto con la muricatina B, un bidsido del acido
jalapindlico. En una segunda investigacion, la hidrolisis alcalina de la fraccion glicosidica
proporcioné tres acidos, denominados muricaticos A-C, junto con los acidos volatiles
isobutirico, 2S-metilbutanoico y (2R,3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoico (Noda, et al,
1988a). Al igual que las jalapinas de /. orizabensis, las muricatinas I-VIII corresponden a
macrolactonas monoméricas de un tetrasacarido del acido jalapindlico (Noda et al.,
1988b). El nucleo liposacarido de las muricatinas -V y VII (Fig. 3) se designé con el
nombre de acido muricitico A y cuya estructura se caracterizd como el 11-O-B-D-
fucopiranosil-(1-—4)-O-a.-L-ramnopiranosil— (1—2)-O--D-quinovopiranosil— (1—2)-B-
D-quinovopiranésido del 4cido jalapinolico. El éster macrociclico en estas muricatinas se
establece entre el carboxilo de la aglicona y el grupo hidroxilo de la posicion C-3 en la
tercera unidad del tetrasacarido.

La estructura del acido muricatico B, constituyente del nucleo liposacarido de la
muricatina VI (Fig. 3), se caracterizdé como el 11-0-B-D-quinovopiranosil-(1—+4)-O-o.-L-
ramnopiranosil- (1—+2)-0-B-D-quinovopiranosil- (1—2)-B-D-quinovopiranésido del acido
jalapinodlico (Noda er al,, 1988a; 1988b). La estructura del acido muricatico C se
establecié como el 11-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)]}-O-B-D-quinovopiranosil-(1—-3)-O- -
B-D-quino vopiranosil-(1—2)-8-D-quinovopirandsido del acido jalapinélico (Noda et al.,
1988¢), el cual se esterifica intramolecularmente en la posicion C-2 de la quinovosa
externa para generar la macrolactona del producto natural del cual deriva, la muricatina

VIII (Fig. 4).
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Muricatina I: R, = mba, R; = Ry =R, =H, Ry = Omba
Muricatina II: R; =mba, R, = Ry = R;=H, Ry = Oiba
Muricatina IIl: R, =R; =R, =H, R, =mba, R; = Omba
Muricatina IV: R, = R; =R, =H, R, = mba, R; = Oiba
Muricatina V: R, = mba, R, =R, =R,=H, R;=0OH
Muricatina VI: R, = mba, R, =R;=R;=H, R, = OH
Muricatina VII: R, = mba, R, =R; =R, =H, R; = Onla

Figura 3. Estructura de las muricatinas I-VII, constituyentes de la jalapina de [pomoea
muricata (L.) Jacq. Abreviaciones: mba = 2-metilbutiroilo; Omba = 2-metilbutiroato; Qiba
= jsobutirato; Onla = nilato (3-hidroxi-2-metilbutiroato).



Figura 4. Estructura de la muricatina VIII, constituyente minoritario de la jalapina de
Ipomoea muricata (L.) Jacq.

(3) Operculinas I -XVIIL

Las raices de I. operculata (Operculina macrocarpa L.), rhizoma jalapae
braziliensis, y su extracto etandlico (resina operculing), conocido como la resina
brasileiia, se utilizan por sus propiedades laxantes como un sustituto de l1a jalapa mexicana
(resina jalapae) obtenida de la /. purga. La hidrolisis alcalina de la porcion soluble en éter
(jalapina) de estas resinas proporcion6é los acidos acético, tiglico, nm-valérico,
trimetilacético, a-metilbutirico, isovalérico y propionico como los componentes de la
porcién orgénica volatil, en tanto que la fraccién insoluble en éter (convolvulina) de estas
resinas generd, junto con los constituyentes antes mencionados, los dcidos 4-oxo-

decanoico y exogdnico (Ono ef al., 1989a).
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CH3 (@]
CHj 0 OR4
R,0
HO
OH OH
HOCHZ
HO
OH

Operculina I: R, = R, = dodecanoilo

Operculina II: R, =R, = decanoilo

Operculina VII: R, = dodecanoilo, R, = decanoilo
Operculina VIII: R, = decanoilo, R, = dodecanoilo
Operculina XIII: R = dodecanolio, R, =H
Operculina XIV: R, = decanoilo, R, =H
Operculina XV: R, = H, R, = dodecanoilo

Figura 5. Estructura de las operculina I, 11, VII, VIII, XIII, XIV y XV, constituyentes de
la jalapina de los tubérculos de Ipomoea operculata (Gomes) Mart.



La estructura del acido glicosidico mayoritario obtenido durante la hidrélisis
alcalina de la convolvulina de la resina brasilefia, y denominado como el acido operculinico
o ramnoconvolvulinico, se caracterizé como el 12-0-a-D-glucopiranosil-(1—4)-O-[o-L-
ramnopiranosil-(1—6)]-0-o.-D-glucopiranosil-(1—3)-0-a.-L-ramnopiranosil-(1—2)-0-
[B-D-glucopiranosil-(1—3)]-B-D-glucopirandsido  del acido  3,12-dihidroxipalmitico
(Wagner y Kazmaier, 1977).

Las investigaciones quimicas conducidas recientemente por el grupo de Miyahara
han permitido el aislamiento de dieciocho constituyentes a partir de las resinas glicosidicas
de la jalapina de esta especie, las cuales fueron denominadas con el nombre trivial de
operculinas I-XVIII (Ono ef al.,, 1990; 1991; 1992a). Estos constituyentes poseen una
estructura macrociclica analoga a la de las orizabinas y las muricatinas y presentan, en
lugar de los acidos isobutirico, a-metilbutirico, tiglico y nilico, a los 4cidos dodecanoico y
decanoico como los componentes orgéanicos que esterifican el niicleo oligosacarido.

Las operculinas I, II, V, VII y VIII fueron los primeros constituyentes individuales
purificados a partir de la fraccidn soluble en éter de la resina brasilefia y cuya estructura se
establecio totalmente (Ono et al., 1990). Estos compuestos proporcionaron al someterse a
una hidrdlisis alcalina el mismo 11-O-glicosido del acido jalapindlico, denominado con el
nombre de acido operculinico A, y cuya estructura se caracterizd como el 11-O-p-D-
glucopiranosil-(1—3)-0O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-0-ot~-L-ramnopiranosil-(1—54)-0-
a-L-ramnopiranosil-(1->2)-B-D-fucopirandsido del acido jalapindlico (Ono et al., 1989b).

Es importante destacar que las operculinas I y II (Fig. 5) presentan dos moles de
un mismo acido graso, los acidos dodecanoico y decanoico, respectivamente, esterificando
las posiciones C-4 de ramnosa externa y C-2 de la segunda unidad de metilpentosa (la
primera ramnosa interna) del niicleo oligosacarido. Por otra parte, la formacion del éster
macrociclico intramolecular se establece en la posicion C-2 de la segunda ramnosa interna
en el oligosacarido (Ono ¢f al., 1989a). La estructura de la operculina V (Fig. 6)

representd un diastereoisomero de la operculina I en el cual el éster intramolecular se
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localiza en la posicion C-3 de la segunda ramnosa interna (Ono e al, 1990). En las
operculinas VII y VIII (Fig. 5) uno de los residuos de! acido dodecanoico presente en la
operculina I se reemplaza por el acido decanoico. Por lo tanto, se estableci6 que los acidos
dodecanoico y decanoico en la operculina VII esterificaban las posiciones C-4 y C-2 de las
unidades Ramnosa' y Ramnosa", en tanto que en la operculina VIII los grupos ésteres se

encuentran invertidos (Ono ef al., 1990).

CH3 O
o
CH; o o
o
HO
on § fon
HOCH;
HO
OH

Figura 6. Estructura de la operculina V, constituyente de Jpomoea operculata (Gomes)

Mart.
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HOCH,
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Operculina III: R, =R, = dodecanoilo
OperculinaIV: R, = R, = decanoilo

Operculina IX: R, = dodecanoilo, R, = decanoilo
Operculina X: R, = decanoilo, R, = dodecanoilo
Operculina XVI: R, = dodecanoilo, R, = H
QOperculina XVII: R, = decanoilo, R, =H
Operculina XVIIL: R; = H, R, = dodecanoilo

Figura 7. Estructura de las operculinas III, IV, IX, X, XVI, XVII y XVIII, resinas
glicosidicas de /[pomoea operculata (Gomes) Mart.



Las operculinas XIII y XV (Fig. 5) generan por hidrolisis alcalina una mol del
acido dodecanoico y una del acido operculinico A. Por otra parte, la operculina XIV (Fig.
5) proporcioné una mol de 4cido decanoico y el mismo éacido glicosidico obtenido a partir
de la operculina I. De esta manera, sus estructuras correspondieron a los derivados
desacilados parciales de las operculinas I y/o II (Ono et al., 1992a).

Las operculinas III, IV, IX, X, XVI, XVII y XVIII (Fig. 7) producen mediante
hidrolisis alcalina el mismo acido glicosidico denominado con el nombre de acido
operculinico B y cuya estructura corresponde al 11-O-B-D-glucopiranosil-(1-3)-0-[c.-L-
ramnopiranosil-(1—-4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—-2)-p-D-glucopirandsido del acido jala-

pinélico (Ono et al., 1991).

OH
CHy
HO.
CHy
[
HO
CHy
HO
CH T~ OCO(CH,;)1oCHy
CHy(CH,)4oCO0
HO
OH

Figura 8. Estructura de la operculina VI, constituyente minoritario de la resina de
Ipomoea operculata (Gomes) Mart.



Las operculinas VI (Fig. 8), XI y XII (Fig. 9) proporcionaron durante su reaccién
de hidrdlisis alcalina los acidos dodecanoico y operculinico C. Este éacido glicosidico
corresponde a un tetrasacarido a diferencia del nicleo pentasacarido de los acidos
operculinicos A y B. Su estructura se caracterizdé como el 11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—
4)-0-a-L-ramnopiranosil— (1—4)-0-a-L-ramnopiranosil— (1—2)-p-D-fucopiranosido del

acido jalapinolico (Ono ef al., 1992a).

R,0

CHy 0
CHy(CH,)10C00

HO
OH

Operculina XI: R, = dodecanoilo, R, =H
Operculina XII: R, = H, R, = dodecanoilo

Figura 9. Estructura de las operculinas XI y XII, constituyentes minoritarios de la resina
de Ipomoea operculata (Gomes) Mart.
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(4) Simoninas I-V,

De las raices de /. batatas (L.) Lam. cv. Simon se han aislado cinco resinas
glicosidicas de la porcion soluble en éter, las simoninas I-V (Noda er al., 1992b). La
simonina I (ng. 10) constituye el primer ejemplo de una jalapina sustituida con el acido
transcinamico, como uno de los componentes de la fracciéon organica acida que esterifica
al nucleo oligosacarido. Este constituyente también generd por hidrélisis alcalina los
acidos decanoico y operculinico C, de tal suerte que su estructura se caracterizéo como el
11-0-(2-O-transcinamoil)-[(4-O-n-decanoil)}-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-(2-0-n-
decanoil)-o.-L-ramnopiranosil-(1-4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopirandsido

del acido jalapindlico (1,2"-lactona).

OH
CH,
HO
CH,
o
HO
CHy o}
o
Ho
CO(CH,)gCH,

c
CH3(CH2)3COOH3

HO
oco<:H=c:H—©

Figura 10, Estructura de la simonina I aislada de Ipomoea batatas (cv. Simon), unico
ejemplo de una resina glicosidica con un acido alifatico insaturado sustituido con un
residuo aromatico (4cido #rans-cindmico) como uno de los grupos acilantes del niicleo
sacarido.
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La hidrdlisis alcalina de la simonina II (Fig. 11) permitié identificar los acidos 2-
metilbutanoico, dodecanoico y un nuevo acido glicosidico‘, denominado acido simonico A
y cuya estructura se establecid como el 11-0-a-L-ramnopiranosil-(1-—3)-0O-{a-L-
ramnopiranosil-(1-—4)]-0-o.-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-o-L-ramnopiranosil-(1—>2)-B-D-
glucopirandsido del acido jalapindlico. La lactona intramolecular se establecid en la
posicion C-2" al igual que en las operculinas, en tanto que la acilacién del nucleo
oligosacarido sucedid en la posicion C-4" de la unidad de ramnosa externa para el acido
dodecanoico y en C-2' de la segunda metilpentosa del nicleo oligosacarido para el acido
metilbutirico. Las simoninas III-V (Fig. 11) comparten el mismo nucleo liposacarido, el
cual se denominé con el nombre de acido simonico B y cuya estructura se caracterizo

como el 3"'-O-o.-L-ramnopiranosido del acido operculinico C (Noda et al., 1992b).

(5) Tetrasacarido de Jpomoea stans.

A partir de la /. stans, se aislo una mezcla compleja de resinas glicosidicas que
contienen, al igual que todas las jalapinas purificadas de las convolvulaceas, un
oligosacarido del acido jalapindlico. La hidrolisis basica del crudo resinoso proporciond un
solo acido glicosidico caracterizado como el 11-0-fB-quinovopiranosil-(1—4)-0-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosil-(1-2)-p-D-quinovésido del acido 11-hidro-
xihexadecanoico. El constituyente mayoritario de esta resina contiene una molécula del
acido 3-hidroxi-2-metilbutanoico unido a la posicién C-6 de glucosa y dos moléculas del
acido 2-metilbutanoico esterificando las posiciones C-4 de la quinovosa terminal y la C-2
de la ramnosa. La aglicona se lactoniza con el hidroxilo de la posicion C-3 de la ramnosa
(Fig. 12). Un analisis detallado mediante resonancia magnética nuclear demostro que este
compuesto representaba en realidad una mezcla de diastereoisdmeros que involucraban
diferentes enantiomeros [(2R,3R) y (2§,3S)] del &cido 3-hidroxi-2-metilbutanoico
{Enriquez et al., 1992).
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HO
CHy
CHy O, OR4
CHy(CH,)10CO0:
HO
OH
OH
CHj OH
HO

Simonina II: R, = OH, R, =H, R; = CH,0H, R, =mba
Simonina III: R| =H, R, = OH, R; = CH,, R, =mba
Simonina IV: R, =H, R, = OH, R; = CH;, R, = deca
Simonina V: R, =H, R, =OH, R; = CH,, R, = octa

Figura 11, Estructura de las simoninas II-V, constituyentes mayoritarios de la resina de
Ipomoea batatas (cv. Simon). Abreviaciones: mba = 2-metilbutiroilo, deca = decanoilo,
octa = octanoilo.
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R1o CHzoRz HO
HO, OH

CHy

Figura 12. Estructura del constituyente mayoritario de la resina glicosidica de Ipomoea
stans Cav. R, = 2-metilbutiroilo, R, = 3-hidroxi-2-metilbutiroilo.
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1.1.3 FARMACOLOGIA DEL GENERO IPOMOEA.

A pesar del uso ampliamente difundido de las resinas glicosidicas como purgantes
en la medicina tradicional de diversas culturas en todo el mundo, no existen numerosas
referencias bibliograficas relacionadas con su potencial farmacolégico. Estudios previos
han descrito efectos antimicrobianos (Bieber er al., 1986; Carlson er al., 1948),
antiinflamatorios (Pongprayoon ef al., 1992), espasmogénicos (Matin et al., 1969),
espasmoliticos (Pongprayoon ef al., 1992), citotéxicos (Harrison et al., 1985; Sarin ef al.,
1973) y antitumorales (Bieber et al., 1986) para los extractos de algunas especies
medicinales g!el género [pomoea. Ninguno de los constituyentes individuales de las resinas
glicosidicas, i.e. los glicolipidos hasta ahora purificados, ha sido evaluado con el objetivo
de investigar su potencialidad biologica.

De manera especial ha sido la atencion prestada al contenido de alcaloides
alucinégenos de tipo ergolina presentes en algunos géneros de convolvulaceas (Der
Marderosian, 1967). Estudios etnobotanicos demostraron el uso que los zapotecas dan a
las semillas de Jpomoea violacea ([pomoea tricolor), conocida como "badoh negro” y del
"ololiuqui", Rivea corymbosa (L.) Hall. f. [Turbina corymbosa (L.) Raf], en las regiones
montaiiosas de Oaxaca y por los nativos de otras regiones de America Central con fines
adivinatorios y alucinogenos durante sus ceremonias religiosas (Schultes, 1941). Esta
informacion constituyo el punto de partida para las investigaciones fitoquimicas que
permitieron el descubrimiento de los alcaloides del tipo ergolina en las plantas superiores
(Hofmann y .Tscherter, 1960). Los primeros alcaloides aislados de estas semillas fueron la
amida del acido lisérgico, principal responsable de la actividad alucinogena del "ololiuqui",
la amida del acido isolisérgico y la chanoclavina (Hofimann, 1963; Stoll y Hofmann, 1965).
Posteriormente, se identifico a la elimoclavina y al lisergol (Hofmann, 1961). A partir de
estos hallazgos, numerosas investigaciones fitoquimicas han demostrado que la
distribucion de las ergolinas en las plantas superiores esta limitada a algunos géneros de la

familia Convolvulaceae (Stoll y Hofmann, 1965; Stadler y Stiitz, 1975). De los géneros
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que han sido evaluados para determinar la presencia de indoles alucindgenos destacan las
especies de Jpomoea, Rivea, Argyreia y Stictocardia por su alto contenido alcaloideo
(Der Marde;'osian. 1967, Chao y Der Marderosian, 1973). Un hallazgo sumamente
interesante fute la identificacion en [pomoea argyrophylla Vatke (Stauffacher et al., 1965)
de alcaloides peptidicos, ia ergosina y la ergosinina, los cuales constituyen los productos
metabolicos de varias especies de hongos del género Claviceps (Floss, 1976).

La actividad psicotomimética de los alcaloides del tipo ergolina se conocia con
anterioridad a su aislamiento a partir de las semillas de las convolvuliceas y la
farmacologia de algunos de ellos se investigd ampliamente durante los estudios efectuados
al LSD y compuestos relacionados (Der Marderosian, 1967). La literatura sobre las
investigaciones farmacologicas y clinicas relacionadas con el uso terapéutico de las
ergolinas es sumamente extensa, y tanto la actividad alucindgena como las otras acciones
farmacologicas observadas para esta clase de alcaloides se explican mediante sus
interacciones con los receptores triptaminérgicos, dopaminérgicos y «-adrenérgicos

(Goodman Gilman ef al., 1986; Rehacek y Sajdl, 1990).

1.2 GENERALIDADES SOBRE LOS SISTEMAS DE TRANSDUCCION DE
SENALES.

1.2.1 TRANSDUCCION DE SENALES Y LA PROTEINA CINASA C (PKC).

Los sistemas de transduccion de sefiales que permiten establecer una comunicacién
intercelular, en especial los sistemas proteicos involucrados en esas complejas redes de
comunicacion, y que son mediadoras de los efectos provocados por los factores de
crecimiento sobre la diferenciacion celular, representan una nueva clase de objetivos de
investigacion para el disefio y el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos (Powis,
1991). En este sentido, uno de los aspectos tradicionales de la investigacion en la quimica
farmacéutica de los productos naturales ha sido su empleo en la identificacion del papel

fisiologico de receptores y enzimas (Hardie, 1991). Ejemplos clasicos de este tipo de
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estrategia son las investigaciones del sistema colinérgico, en donde destacan la
importancia de los alcaloides como el curare y la nicotina para la identificacion de los
receptores nicotinicos y los alcaloides tropanicos y la muscarina sobre la extensa
investigacion de los receptores muscarinicos (Drummc'md y Hughes, 1987). La unidn de
un neurotransmisor, una hormona o un farmaco a su receptor en la superficie celular
representa sélo el primer paso en una cascada de eventos moleculares que resulta en la
transduccion de la sefial portada por estos agonistas al interior de la célula para el inicio de
una respuesta fisioldgica o farmacoldgica. La mayoria de los agonistas extracelulares
ejercen sus efectos mediante la activacion o la inhibicion de los sistemas de transduccion
de sefiales transmembranales que controlan la produccién de los segundos mensajeros.
Estos a su vez median la accion de los agonistas a través de la modulacion de la actividad
de sistemas enzimaticos y, de esta manera, amplifican la sefial portada al interior de la
célula. En muchos casos, la estimulacion de estos receptores resulta en una activacion
fosforilacién o desfosforilacion de residuos de serina, treonina y tirosina en las proteinas
efectoras (e.g. enzimas o canales de iones), la cual provoca cambios conformacionales en
estos complejos proteicos y asi se alteran sus propiedades fisicoquimicas reguladoras para
el inicio de la respuesta fisiologica (Alberts ef al., 1983; Cohen, 1992).

En la mayoria de los casos, los receptores se encuentran presentes en la membrana
celular como entidades independientes, las cuales al ser activadas pueden acoplarse de
manera transitoria a otros elementos de transduccion conocidos como las proteinas G
(Hepler y Gilman, 1992). Estas proteinas acoplan los receptores de la superficie celular a
uno o a varios de los efectores proteicos involucrados en los sistemas de transduccion de
sefiales conocidos: (1) el sistema de adenilato ciclasa-AMP ciclico (Alberts et al., 1983),
(2) la fosfolipasa C y el ciclo del fosfatidilinositol (Liscovitch, 1992); y, por ultimo, (3) la
regulacion de canales de iones (Barnard, 1992; Taylor y Marshall, 1992). La diversidad en
las respuestas provocadas por los agonistas puede explicarse mediante los efectos

pleiotropicos de las proteina-cinasas y fosfatasas que son reguladas por éstos y por la
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presencia (o ausencia) del sustrato proteico sobre el cual actuan (Cohen, 1992). Los
principales segundos mensajeros que operan en las células eucaridticas y las proteinas-

cinasas que activan se ilustran en la figura 3.

Seiial 1 Seiial 2 Seiial 3 Seiial 4 Seiial §
l l l l Exterior

) Receptor
Recep Recep Recept Receptor  proteina tirosina Membrana

cinasa
l “Interior

AMP ciclico  GMP ciclico Ca?+ Diacilglicerol 'S
PK-A PK-G Calmodulina PK-C  Proteina Ser/treonina
l /l\ / \ /l\ cinasas
Cinasas Cinasas /l\
Multifuncionales especificas

Figura 13. Principales sistemas de transduccién de sefiales que operan en las células
eucariéticas. Abreviaciones: PKA, proteina cinasa dependiente del AMP-ciclico; PKG,
proteina cinasa dependiente del GMP-ciclico, PKC, proteina cinasa C; 'X' segundo
mensajero hipotético (Adaptado de Cohen, 1992).

En la actualidad, se conocen numerosos farmacos de origen sintético y productos
naturales que actian como moduladores de la actividad enzimatica de los efectores
proteicos involucrados en la transduccion de sefiales transmembranales mediadas por los
factores de crecimiento y sobre la proliferacion celular, los cuales incluyen agentes

moduladores de la actividad de las proteina cinasas que fosforilan residuos de serina-
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treonina (Hannun, ef al., 1991; Hidaka et al., 1991; Tamaoki, 1991), de las proteina
cinasas que fosforilan tirosina (Akiyama y Ogawara, 1991; Geahlen et al., 1989; Levitzki
et al., 1991, Uehara y Fukazawa, 1991; Umezawa e Imoto, 1991) y de las fosfolipasas C
(Powis, 1991). Diversos ejemplos de proteina-cinasas especificas se han determinado
como productos de la expresion de oncogenes y, de manera general, se piensa que éstas se
asocian con las causas que generan cancer en las células de mamiferos (Hardie, 1991;
Weinberg, 1985). De esta manera, a medida que se incremente el conocimiento de los
mecanismos de transduccion de sefiales involucrados en el control del crecimiento celular,
se descubriran nuevos sitios para la intervencion de productos farmacologicos de posible
utilidad en la terapéutica del cancer (Angerhofer y Pezzuto, 1993).

La proteina cinasa C (PKC), una cinasa dependiente de fosfolipidos y activada por
Ca®*, desempefia un papel crucial en la transduccion de sefiales involucradas en los
procesos de proliferacion, regulacion y diferenciacion celular, la promocion de tumores y
la oncogénesis (Nishizuka, 1984; 1986). La regulacion hormonal mediada por la actividad
enzimatica de la PKC en una gran variedad de procesos metabolicos esta asociada con la
fosforilacién reversible de sustratos proteicos (Fig. 14). En este sistema el agonista se une
a su receptor en la membrana celular e induce, via las proteinas G, la hidrolisis del
fosfatidilinositol-4,5-difosfato para producir los segundos mensajeros, el 1,2-diacilglicerol
y el inositol-1,4,5-trifosfato, mediante la activacion de la fosfolipasa C o fosfodiesterasa.
El segundo de estos mensajeros es responsable de la movilizacion de iones calcio en el
citoplasma celular, mientras que el diacilglicerol activa a la PKC al incrementar su afinidad
por Ca® (Aitken, 1987, Evans, 1991). La activacidn de la PKC produce la translocacion
de la enzima del citoplasma a la membrana celular, en donde expone su sitio hidrofilico y,
en este estado de asociacidn, esta enzima dependiente de iones calcio induce la
fosforilacion de un gran nimero de sustratos proteicos (Fig. 14). Esta actividad enzimatica
da como resultado la regulacion de canales de iones y la secrecion de mediadores

mitogénicos e inflamatorios, incluyendo las prostaglandinas (Evans, 1991).
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Figura 14, Ciclo del fosfatidilinositol. La unién del agonista con su receptor membranal
estimula la hidrolisis del fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PtdIns 4,5P,) via la activacion de
proteinas G (PG) para generar el inositol-1,4,5-trifosfato (Ins 1,4,5Py) y el 1,2-
diacilglicerol. Este ultimo constituye el activador fisioldgico de la proteina cinasa C
(PKC). Los ésteres de forbol (TPA), metabolitos secundarios de la familia Euphorbiaceae

y promotores de tumores, actlan como antagonistas del diacilglicerol provocando la
activacion de esta enzima.

La PKC se purificé por primera ocasion por el grupo de Nishizuka (Takai et al.,
1977) y, posteriormente, fue copurificada como el "receptor” de los ésteres de forbol
(Kikkawa ef al., 1983). Esta proteina se reconocié como una enzima monomérica de M,
79 000. La PKC se acompleja con una molécula del dibutirato de forbol I’H} y esta union
es inhibida de manera competitiva por el diacilglicerol (Sharkey, 1984; Evans, 1991). En la
actualidad, el interés de la PKC como un ensayo molecular para el desarrolio de nuevos

productos farmacoldgicamente activos y de utilidad en la terapéutica del cancer surgio de



las siguientes observaciones experimentales. En primer lugar, los niveles elevados del
diacilglicerol_en muchas de las células transformadas por oncogenes (Powell, 1991). Por
otra parte, la PKC es el principal mediador de los efectos pleiotropicos provocados por los

ésteres de forbol, productos naturales promotores de tumores (Blumberg, 1988).

1.2.2 FARMACOS Y PRODUCTOS NATURALES MODULADORES DE LA PKC.

Se han descubierto numerosos activadores e inhibidores de la PKC, tanto de
naturaleza sintética como productos de origen natural. La identificacién de compuestos
moduladores de la actividad enziméitica de la PKC permite su empleo como una
herramienta de investigacion bioquimica para la elucidacion de su mecanismo de
regulacion in vitro, explorar sus actividades celulares y determinar su papel en Ia
mediacion de respuestas biologicas (Evans, 1991),

El ai;lamiento de la PKC como el "receptor" de los ésteres de forbol, metabolitos
secundarios caracteristicos de las familias Euphorbiaceae y Thymelaeaceae (Evans y
Taylor, 1983), y las diferencias observadas en la actividad biologica (e.g., actividad pro-
inflamatoria y ausencia de actividad promotora de tumores) de varios de estos forboles
condujeron a una extensa investigacion sobre la capacidad de los ésteres de forbol para
activar y para unirse al dominio regulatorio de esta enzima (Ellis e al., 1987). El 12-O-
tetradecanoil-13-O-acetilforbol (Fig. 15) constituye el ejemplo clasico de un éster de
forbol promotor de tumores y con actividad proinflamatoria (DEg, 0.007 pg), es un
agonista (Cly, 32 nM) del diacilglicerol en la activacion de la PKC y, por lo tanto,
incrementa la afinidad de esta enzima por Ca®” y fosfolipidos (Ellis ef al., 1987). Se ha
demostrado que la actividad de los ésteres de forbol in vivo depende de la estimulacién de
proteinas cinasas con diferente especificidad de sustratos y, por lo tanto, producen la
activacion preferencial de isoenzimas (Evans, 1991).

Un ejemplo adicional de la activacién de la PKC provocada por un producto

natural lo proporciona una nueva clase de macrolactonas, aisladas del briozoario marino
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Bugula neritina, y denominadas como las briostatinas (Kraft, 1993; Pettit et al., 1982).
Estos productos naturales presentan una actividad antineoplasica de interés terapgutico
por su limitado potencial citotoxico, ya que muestran una especificidad de accién en
contra de los sistemas de leucémicos tanto in vitro como in vivo (Berkow y Karft, 1985).
Las briostatinas se unen a la region regulatoria de la PKC y producen su activacion a una
concentracion efectiva media de 1-10 nM y, al igual que los ésteres de forbol, presentan la
actividad farmacologica caracteristica de un agonista parcial (De Vries et al., 1988). Estos
activadores de la PKC bloquean la diferenciacion celular inducida por los ésteres de forbol
y también pueden bloquear o mimetizar los efectos de los ésteres de forbol sobre la
proliferacion celular, La briostatina 1 (Fig. 15) se encuentra en la fase I de evaluacion
clinica como un agente anticancerigeno ( Philip et al., 1993; Powis, 1991).

Se han identificado numerosos inhibidores de 1a PKC (Cuadro 2), entre los que se
incluyen farmacos con actividad antineoplasica de naturaleza sintética como las
fenotiazinas (Wise ef al., 1982), el tamoxifen (O'Brien et al., 1985), 1a suramina (Hannun,
1991), los lisofosfolipidos {ET 18-OCH,] (Helfman, 1983) y las aminoacridinas (Hannun y
Bell, 1988) y agentes citotoxicos y antitumorales de origen natural (Fig. 15) como la
doxorrubicina (Hannun, 1989), la estaurosporina (Vegesna ef al., 1988; Tamaoki, 1991),
la calfostina C (Tamaoki, 1991), el verbascosido (Herbert ef al.,, 1991) y la esfingosina
(Hannun et al., 1991).

La estaurosporina, un alcaloide indélico antifiingico aislado de diversas especies de
Streptomyces, es el inhibidor in vitro de la PKC mas poderoso que se conoce (Cuadro 2).
El sitio de accion de este agente citotdxico es el dominio catalitico de la PKC (Tamaoki,
1991). La calfostina C aislada del hongo Cladosporium cladosporioides posee actividad
citotoxica sobre el crecimiento de lineas celulares derivadas de tumores cancerosos de
mamiferos. Esta actividad estd asociada con su capacidad inhibidora de la actividad
enzimatica de la PKC, la cual se produce mediante una interaccion antagonista de los

ésteres de forbol con el dominio modulador enzimatico (Tamaoki, 1991).
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Cuadro 2. Actividad moduladora de algunos farmacos antitumorales y productos

naturales citotoxicos sobre la proteina cinasa C .*

Actividad® Sito de accion ICq, (UMY’
Lisofosfolipidos - dominio regulatorio 40
Briostatinas +- dominio regulatorio  0.005-0.010°
Calfostina C - dominio regulatorio 0.05°
Doxorrubicina - domino regulatorio 15
Esfingosina —_— dominio regulatorio 1.5
Estaurosporina - dominio catalitico ~ 0.003-0.02
Suramina - dominio catalitico 30
Tamoxifen - desconocido 50-250
Verbascosido - dominio catalitico 258

“Adaptado de Powis (1991).

®_ inhibidor; + activador.

¢ Valores dependientes de las condiciones del bioensayo.
dConstante de disociacion.

“Tamaoki, 1991.

fHannun ef al,, 1991,

& Herbert ez al, 1991.

La actividad inhibidora de la PKC observada para el verbascosido (Cuadro 2),
aislado de Lamtana camara L. (Verbenaceae), es la responsable de los efectos
antimicrobianos, inmunosupresores y antitumorales descritos para este glicosido fenolico
(Herbert et al.,, 1991). Las especies medicinales del género Polygonum (Polygonaceae)
son fuentes de compuestos con una poderosa actividad citotoxica, la cual se ha
correlacionado con la presencia de glicdsidos inhibidores de proteina cinasas (Jayatilake e?
al., 1993). Recientemente, se describio la actividad inhibidora de la PKC para los

vanicésidos A (CIg, 44 ng/ml) y B (Cl, 31 png/ml), dos glicosidos fendlicos de estructura
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relacionada con el verbascdsido y que constituyen la fraccién citotoxica del extracto
etandlico de Polygonum pennsylvanicum (Sneden y Zimmermann, 1993). El
fraccionamiento biodirigido de P. cuspidatum permitié el descubrimiento de un
hidroxiestilbeno, el resveratrol, como el responsable de la actividad inhibidora de la PKC
(Clsy 40 pg/ml) y de la proteina-tirosina cinasa (Cly, 60 pg/ml) desarrollada por la
fraccion metanolica de las raices de esta especie (Jayatilake ef al., 1993). Por ultimo, la
esfingosina es una base nitrogenada con propiedades antifiingicas aislada de los tunicados
marinos del género Didemnum (Ireland et al., 1988). Este compuesto inhibe a la PKC in
vitro actuando como un antagonista del diacilglicerol (Cuadro 2) y constituye el
aminoalcohol de los lipoides localizados en las vainas de mielina de los nervios en los

animales.
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Figura 15. Productos naturales modutadores de la actividad enzimatica de la PKC.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
2.1 CONSIDERACIONES GENERALES.

En diversos estudios se ha descrito la naturaleza alelopatica de algunas especies del
género [pomoea (Convolvulaceae) (Shinghvi y Sharma, 1984; Villamayor y Perez, 1983),
en especial los efectos inhibitorios de /. batatas sobre el crecimiento vegetal de las malezas
(Harrison y Peterson, 1986; Peterson y Harrison, 1991). Estas especies pueden competir
agresivamente por la humedad, la luz y los nutrimentos del suelo en los agroecosistemas,
debido a su gran capacidad de propagacion, la cual puede complementarse con el
potencial alelopatico que poseen. Esta interferencia ecoldgica ha sido de un gran valor en
la agricultura tradicional y, por lo tanto, este aspecto de la alelopatia representa una fuente
alternativa p.ara el descubrimiento de nuevos agentes herbicidas selectivos. A pesar de
estas evidencias experimentales que han demostrado el potencial alelopatico de las
especies de importancia econdmica del género Jpomoea, no se habia realizado hasta este
momento ninguna investigacion quimica para la caracterizacion estructural de los
constituyentes responsables de sus efectos alelopaticos.

En las zonas tropicales y templadas de México, los policultivos constituyen un
manejo eficiente de los recursos naturales en los agroecosistemas tradicionales en donde el
cultivo de algunas especies semidomesticadas de leguminosas, e.g. Sorghum vuigare y
Stizolobium pruriens, entre las mas utilizadas, asi como el empleo de cultivos de especies
del género Jpomoea, constituye una practica eficiente para el control natural de las plantas
nocivas (Einhellig y Souza, 1992; Anaya ef al., 1987a). La planta don Diego de dia, /.
tricolor, se utiliza en la época de barbecho durante los meses de agosto a octubre en los
cafiaverales del estado de Morelos como un cultivo de cobertura. El potencial alelopatico
de esta especie se demostrd en un estudio inicial mediante la evaluacion de la actividad
inhibidora de los lixiviados acuosos y de extractos organicos preparados a partir de toda la
planta sobre la germinacion de semillas y el crecimiento radicular de Amaranthus

lencocarpus Watts. y Echinocloa crus-galli (L.) Beauv. Los resultados de esta
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investigacion demostraron un fuerte efecto inhibidor de los lixiviados acuosos sobre el
crecimiento radicular (60-70 %) de las dos especies de prueba. Los extractos organicos
totales preparados con CHCl, y AcOEt también desarrollaron una inhibicion det
crecimiento radicular del 60-80 % (Anaya ef al.,, 1990). De esta manera, el propdsito
fundamental de la presente propuesta de investigacion consistid en el aislamiento y la
determinacion de la naturaleza quimica de los constituyentes responsables de la actividad
inhibidora del crecimiento vegetal observada para los extractos de /. tricolor.

El estudio quimico y farmacoldgico de las convolvulaceas, con excepcion de la
investigacion de su contenido alcaloideo, ha sido sumamente parcial y, por lo tanto, la
informacion disponible relacionada con e! contenido metabdlico de esta familia y su
posible importancia farmacoldgica constituye un punto de partida de gran interés para la
planeacion y el desarrollo de diversos proyectos interdisciplinarios que contribuyan al
conocimiento de la composicion quimica y la actividad biolégica de la flora mexicana de
interés medicinal y economico.

La selecion del material vegetal para cualquier estudio farmacognéstico con base
en sus antecendentes etnobotdnicos ha permitido el descubrimiento de nuevos e
interesantes productos naturales y la literatura cientifica contemporanea da una vasta
informacion a este respecto (Cordell ez al., 1991; Hamburger y Hostettmann, 1991; Mata,
1993; Vliietinck y Vanden Berghe, 1991, inter alia). En la actualidad, el estudio de la
medicina tradicional y de las plantas medicinales ha entrado en una etapa de difundido
interés en el medio médico y cientifico nacional e internacional provocando un
"renacimiento” de la herbolaria y un cambio en los procedimientos de investigacion
(farmacolégicos, quimicos y toxicologicos) involucrados en el descubrimiento de las
propiedades curativas de las materias primas vegetales y de sus principios
farmacodinamicos (Elisabetsky, 1991; Reuter, 1991; Sévenet, 1991). En la actualidad, el
aspecto de mayor importancia en el que se concentran las investigaciones

farmacogndsticas se refiere al aistamiento de los constituyentes bioactivos de las materias
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primas mediante el empleo de procedimientos de evaluacién bioldgica (fraccionamiento
biodirigido) que permitan detectar la actividad deseada en los extractos crudos y
monitorearla a lo largo de todo el estudio quimico. En la ultima década, el desarrollo de
bioensayos simples y reproducibles, tanto a nivel celular como a nivel molecular, ha
tomado un auge que ha hecho posible el aislamiento de principios con actividades
biologicas selectivas, muchas de ellas de interés terapéutico (McLaughlin, 1991;
Phillipson, 1991; Samuelsson, 1991; Suffness y Pezzuto, 1991, Vanden Berghe y
Vlietinck, 1991; inter alia). En este sentido, la segunda parte de la investigacion
desarrollada en la presente disertacion doctoral consistio en la evaluacion del potencial
farmacologico de interés en la terapéutica del cancer de algunas especies del género
Ipomoea de importancia en la medicina tradicional de nuestro pais con el propdsito de
seleccionar candidatos potenciales para el aislamiento y el desarrollo de nuevos

compuestos farmacodinamicos.

2.2 OBJETIVO GENERAL.

El objetivo fundamental de la presente disertacion doctoral fue la investigacion de
la naturaleza quimica de los metabolitos secundarios responsables de la actividad
alelopatica desarrollada por los extractos de Ipomoea tricolor como una fuente de nuevos
agentes herbicidas selectivos para el control de plantas nocivas. Esta propuesta se
concentro en el aislamiento y la caracterizacion del principio bioactivo mayoritario y en la
determinacion de su toxicidad relativa como un agente alelopatico. De manera adicional,
se evalud el potencial de la actividad farmacolégica del género Jpomoea de posible utilidad
terapéutica mediante la determinacion de la citotoxicidad en cultivos de células tumorales
in vitro y de la capacidad moduladora de la actividad enzimética de la proteina cinasa C de
extractos organicos preparados a partir de cuatro especies de amplio uso en la herbolaria

mexicana, i.e. [pomoea pes-caprae, . purga, I. tryianthina e 1. tricolor.
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2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

2.3.1. Realizar el estudio fitoquimico biodirigido del extracto organico alelopitico de
Ipomoea tricolor mediante el empleo de los bioensayos de germinacion de semillas y de
crecimiento radicular de Amaranthus leucocarpus y Echinochloa crus-galli para el
monitoreo de la actividad bioldgica a lo largo de todos los procedimientos utilizados para

el aislamiento y la purificacion del principio activo.

2.3.2 Determinar la toxicidad relativa como un agroquimico potencial del principio
alelopitico de Jpomoea tricolor utilizando los bioensayos mencionados en el inciso

anterior.

2.3.3 Realizar la elucidacién estructural del agente alelopitico de Ipomoea tricolor,
mediante el empleo de métodos quimicos tradicionales y el analisis de la informacién
proporcionada por las diferentes técnicas instrumentales contemporaneas, en especial
experimentos en la resonancia magnética nuclear de alta resolucion: 'H-'"H COSY, 'H-C

HETCOR, 'H-"C COLOC, HOHAHA, ROESY y SINEPT.

2.3.4 Evaluar el potencial farmacolégico de las resinas glicosidicas de Jpomoea tricolor
y de los extractos organicos (CHCl; y MeOH) de tres especies adicionales, i.e., I. pes-
caprae, I. purga e I. tryianthina, mediante la determinacion de la actividad antimicrobiana

vy la citotoxicidad en cultivos celulares derivados de tumores cancerosos.
2.3.5 Evaluar el potencial modulador de las resinas glicosidicas del género Jpomoea

sobre la actividad enzimatica de la proteina cinasa C como un bioensayo molecular para la

identificacion de nuevos productos naturales farmacodinamicos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL.

3.1 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES.
3.1.1 METODOS CROMATOGRAFICOS.

La cromatografia de adsorcion en columna, bajo condiciones normales de
gravedad, se realiz6 en soportes de vidrio empacados con gel de silice 60 Merck (granulos
de 0.2-0.5 mm y de 0.063-0.2 mm).

Se utilizaron para las cromatografias en capa. fina (CCF) placas de vidrio
recubiertas con gel de silice 60 F,,, (20 x 20 cm, 0.2 mm de espesor; Merck). Esta técnica
permitid monitorear el desarrollo de las cromatografias en columna abierta, realizar
purificaciones a nivel preparativo, verificar el desarrollo de las reacciones quimicas

efectuadas y comprobar la pureza de los productos obtenidos.

3.1.2 DETERMINACION DE LAS CONSTANTES FISICAS.

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no estan
corregidos. Los espectros de IR se corrieron en un espectrofotometro Perkin-Elmer 337 o
en un aparto Nicolet FT-5X; en general, solo las absorciones "intensas" se registraron. Los
espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) protonica (‘H) y de carbono-13 *c)
se generaron en un aparato Varian X1-300, el cual se operd a una frecuencia de 300 MHz
y 75.44 MHz, respectivamente. Todos los espectros se obtuvieron en C;D,N y los
desplazamientos quimicos se asignaron en unidades & (ppm) referidos al tetrametilsilano
(TMS) como una referencia interna. Se utilizaron secuencias de pulso estandares Varian
para el registro de los espectros de RMN bidimensional homonuclear (lH-'H COSY y
DQ-COSY) y heteronuclear (HETCOR y 'H-’C COLOC). Los experimentos de
intensificacion nuclear selectiva mediante transferencia de polarizacion (SINEPT) se
realizaron en un espectrometro Nicolet NMC-360 y se utilizo una frecuencia de 90.8

MHz. Los espectros de RMN-'H bidimensional de fase sensible HOHAHA y ROESY se
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obtuvieron en un espectrometro General Electric £ 500 a una frecuencia de 500.12 MHz
utilizando las secuencias de pulsos estandares. Los espectros de masas se registraron en un
aparato Hewlett-Packard 5985-B mediante introduccién directa a 70 eV. En tanto que los
espectros de masas generados mediante bombardeo rapido de atomos (FAB) se
obtuvieron en un aparato Finnigan MAT-90. Las secuencias analiticas que utilizaron la
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masa (CG-EM) se realizaron en un
cromatografo de gases/espectrometro de masas Varian MAT 1128, Las rotaciones

especificas se midieron en un polarimetro Perkin-Elmer 241,

3.2 MATERIAL VEGETAL.

Las partes aéreas del badoh negro o don Diego de dia, {jpomoea tricolor Cav.
(Convolvulaceae), se recolectaron en febrero de 1990 en el Cafién de Lobos, estado de
Morelos, México. Un ejemplar se depositd en el Herbario Nacional (MEXU, Voucher:
Anaya 90-I), Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de Meéxico y la
identificacion de esta especie estuvo a cargo de la Dra. Ana Luisa Anaya (Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM).

Los tubérculos de la raiz de Jalapa, Jpomoea purga (Wender.) Hayne, y los de la
escamonea o raiz de Orizaba, /pomoea tryianthina Lindi se adquirieron directamente de
los campesinos productores del municipio de Xico, estado de Veracruz, en agosto de
1992. Un ejemplar de herbario de /. purga (Voucher: Bye 17761) y de I. tryianthina
{Voucher: Bye 17762) se depositd en la coleccion etnobotanica del Herbario Nacional. La
identificacion de este material vegetal estuvo a cargo del Dr. Robert Bye (Jardin Botanico,
Instituto de Biologia, UNAM).

Las partes aéreas de {pomoea pes-caprae (L.) Sweet se recolectaron en la bahia de
Las Salinas, municipio de La Huerta, Chamela, estado de Jalisco, en el mes de noviembre

de 1989. Un ejemplar de herbario se deposité en la coleccion etnobotanica del Herbario

Nacional (Bye:17707).
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3.3 EXTRACCION.

3.3.1 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS TOTALES.
3.3.1.1 EXTRACCION DE /pomoea tricolor.

Se realizo el desgrase del material vegetal (1.2 Kg) mediante un proceso de
maceracion exhaustivo con hexano (8 litros) a temperatura ambiente. La solucién
resultante se concentrd a presion reducida obteniéndose un extracto resinoso y amarillento
(8.2 g). Posteriormente, el material vegetal se sometio a tres extracciones sucesivas con
CHCI, (12 litros en cada ocasion). La evaporacion del disolvente proporciond 27.3 g de
un residuo pastoso de color verde. Por ultimo, el material vegetal se someti® a una
percolacién con MeOH (8 litros). Este ultimo proceso de extraccion proporciond 76.3 g

de un residuo marron de consistencia resinosa.

3.3.1.2 PREPARACION DE LAS RESINAS GLICOSIDICAS DE /[pomocea purga,
Ipomoea tryianthina E [pomoea pes-caprae.

Para la extraccion de las resinas glicosidicas de la raiz de jalapa (Jpomoea purga) y
de la escamonea o raiz de orizaba (Jpomoea tryianthina), se utilizdb una maceracion
exhaustiva con CHCl, (500 ml) de 100 g de los tubérculos secos y pulverizados con el
propoésito de obtener la jalapina. La raiz de jalapa proporcioné 14.6 g de un extracto
solido de consistencia vitrea. La jalapina preparada de la raiz de orizaba (18.2 g) presentd
una consistencia pastosa de color amarillento.

Por otra parte, la preparacion de la convolvulina, requirié de una maceracion con
MeOH (500 ml) de 100 g del material vegetal. La preparacion de la convolvulina de la raiz
de jalapa proporciond 24.8 g de un residuo marron resinoso, y la extraccién metandlica de
la escamonea un residuo (20.7 g) pastoso de color ambar.

Las partes aéreas de [pomoea pes-caprae (500 g) se sometieron a los mismos

procedimientos de maceracion aplicados para la preparacién de los extractos organicos
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totales de /. tricolor. El desgrase del material vegetal con hexano proporcioné un extracto
_ resinoso con un ‘péso total de 5.6 g..De la percolacion con cloroformo se obtuvo un
extracto (15.6 g) de una consistencia pastosa y de color verde oscuro. Por ultimo, la

extraccion metanélica produjo un residuo (32.6 g) resinoso de color castaiio.

3.3.2 PREPARACION DEL CRUDO ALCALOQIDEQ DE Jpomoea tricolor.

Se pulverizaron 300 g de las partes aéreas y se alcalinizaron con 150 ml de una
solucion de CHCI,-MeOH-NH,OH (2:2:1). Posteriormente, se realizd la maceracion del
material vegetal con 300 ml de CHCI;. El extracto cloroférmico se extrajo con acido
tartdrico al 1% (50 ml x 3). La solucion acida se alcaliniz6 con NH,OH hasta alcanzar un
pH = 9 y se extrajo con CHCI, (50 ml x 3). La fase organica se seco sobre Na,SO,
anhidro y se evapord el disolvente mediante destilacion a presion reducida. Este
procedimiento de particion proporciond 95.3 mg del crudo alcaloideo (0.0317 % peso
seco). Una porcion de este extracto (5 mg) se disolvio en MeOH (0.25 ml) y una alicuota
de esta solucion (1 pl) se analizo mediante CG-EM (David y Sandra, 1992).

El extracto alcaloideo (90 mg) se resolvio mediante CCF a nivel preparativo. Se
aplicaron 45 mg del crudo alcaloideo disueltos en MeOH (1 ml) en cada cromatoplaca. El
cuadro 3 incluye fas mezclas de disolventes utilizadas en la elucion cromatografica y los
valores de Ry para los constituyentes mayoritarios detectados. Una vez desarrollados los
cromatogramas, la localizacién de las bandas se efectu6é mediante exposicidn a la juz UV (
A 254 y 366 nm) y, de esta manera, se observaron una serie de bandas fluorescentes. La
parte central de la placa se cubrié con una pieza de vidrio (15 x 20 cm) y las zonas
laterales descubiertas se rociaron con una solucion del reactivo de Van Urk (100 mg de p-
dimetilaminobenzaldehido en 10 ml de EtOH y 1 ml de HCI). Los alcaloides aparecieron
en forma de pequefas bandas de color azu! en ambos lados de la placa y las areas del
adsorbente comprendidas entre las regiones expuestas al cromdgeno fueron separadas del

soporte cromatografico. Se utilizd una extraccion con 20 ml de una mezcla de CHCl;-
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MeOH (3:1) para recuperar los alcaloides presentes en cada una de las bandas detectadas.
Las suspensiones se \reposaron durante 2 hrs y se filtraron a través de papel Whatman

No.1. Se evaporo el ‘disolvente hasta un volumen de 0.5 ml y una alicuota (5 ul) de cada

una de las solucioneg se analizd mediante CG-EM.

Cuadro 3. Sistemas y tiempos de elucién utilizados para la cromatografia en capa fina del

crudo alcaloideo de Ilj(omoea tricolor,

Sistema de elucion® \ Elucion (min)_ Rf RP

CHCI,-EtOH (9:1) 60 0.65 8.01
60 035 8.33
CHC,-MeOH (4:1) 30 080 . 543
30 040 705
30 035 131
30 S oas w19
30 0.10 107

*Weber y Ma, 1976. L
l’Tiempo de retencion (CG-EM).

3.4 CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS CONSTITUYENTES
MAYORITARIOS DEL CRUDO ALCALOIDEO DE /pomoea tricolor.

La cuantificacipn de los constituyentes individuales del crudo alcaloideo se efectuo
mediante un analisis {por CG-EM (David y Sandra, 1992, Flieger et al,, 1991). Las
condiciones instmmenLales utilizadas incluyeron una columna capilar de silica fundida de

|
25 m de longitud (0.23 mm de diametro interno) y una fase estacionaria de metilsilicon

(DB-1) de 0.11 um de espesor de pelicula. El flujo del gas acarreador (He) fue de 1
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ml/min. El gradiente de temperatura se programé en el rango de 150-280 °C, con una
velocidad de calentamiento de 5 °C/min e isotérmico a 280 °C. La temperatura del
inyector fue de 300 °C. Cada uno de los espectros de masas se registraron con una energia
de ionizacion de 70 eV y con una temperatura de la fuente i6nica de 260 °C.

El cuadro 3 incluye los tiempos de retencién en la CG para los alcaloides aislados
de [pomoea fricolor. La caracterizacion de los constituyentes individuales se realizo
mediante la comparacion de los espectros de masas generados por muestras auténticas con
aquellos registrados para cada uno de los picos observados en los cromatogramas de

gases.

AcrocLavina (Rf 5.43 min): EM-IE m/z (int. rel.): 236 {M} (75), 235 {M-1}" (100), 224
(6.5), 223 (8.29), 222 (10.1), 221 (6.9), 220 (5.8), 209 (7.7), 208 (9.6), 207 (12.1), 206
(8.2), 205 (10.2), 197 (8.1), 196 (12 2), 193 (8.4), 192 (7.4), 191 (6.5), 180 (13.4), 179
(8:4), 178 (5.7), 168 (73) 167. Q- 3), 16 . 3), 165 (78) 155 3. ), 154 (11.6), 153
c 8) 152 G, 151(2 4')"39(49) 27.(10.2),:126 (‘4"7), 1130, 1‘10(116)

ERG’é&inNA'(ER ME
{M+1}" (20.6),32
222 (204), 2
19_7‘(4.
181 (32.‘ )

222 (23. 9) 221 (63 2), 220 (79), 219 (28), 209 (8 5), zos (16 9) zo7 (43 8) 206 (11.2),
205 (17.8); 197 5. 8), 196 (29.8), 195 (4.86), 194 (6. 7, 193 (9.4), 192 (15.3), 191 (92.8),
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182 (8.4), 181 (36.8), 180 (18.9), 179 (11.2), 178 (©.6), 168 (8"4) 16‘7(172) 165 (43)_
155 (5. 2) 154(195) 153 (s 7). 152 (5 9, 151 (4. 8, 129 (29) 127(6 9) 114(73) 13 '
(83) 111(3 9. e : '

Eroia (Rt 01 mm)"EM-IE m/z (int. rel) 269 {M+2 “(
{M}*{l 5 (15 8), 224 (©t. 8), 223(28 3) 2
(7 7) 208 . e) 207 (30 4), 206 @ z) 205 a

(5.6), 127 (11 ) 2

45



CuanocLaviNa (Rz-11. 07 min): EM-IE m/z (int. rel) 258 {M+2} (3 0), 257 {M+l}

(17.6), 256 {M}*(100); 255 {M-1}* (73.6), 239 (24 8), 238 (13 0) {M H,O} 209 (7 o

208 (9.6), 207.(30. 4), 206 (8.2), 205 (12.5), 182 . 3) 181( , 180 (3
178 (13.3), 168 (77), 167 (165) 166 (5.4), 165 (79) 155 (7.8), 154’(4 6), 153:;(1'15) '
152 (16.2), 151 (14.2), 139 (5.8), 127(102) 126(8) 111(17 13, 110 (13.6). '

3.5 PROCEDIMIENTOS PARA LA EVALUACION DEL POTENCIAL
ALELOPATICO.

La actividad inhibidora del crecimiento vegetal (potencial alelopatico) se determind
mediante el empleo de los bicensayos de germinacion de semillas y de crecimiento
radicular de acuerdo con los procedimientos descritos en la literatura (Anaya et al.,
1987a; 1990).

La actividad de los extractos preparados a partir de /. tricolor, de cada una de las
fracciones cromatograficas y de las resinas glicosidicas se evalué con semillas de
Amaranthus leucocarpus Watts. y Echinochloa crus-galli (L.) Beauv. Los bioensayos se
realizaron en cajas Petri de 6 cm de diametro interno con cuatro réplicas por tratamiento.
Cada una de las muestras de prueba se disolvio en MeOH-H,O (1:1) y se prepar6 a una
concentracion final de 100 pg/ml. Estas soluciones se vertieron en las cajas Petri sobre un
disco de papel filtro (Whatman No. 1) y el disolvente se evaporé mediante una corriente
de aire.

Posteriormente, se inicid la germinacion de veinte semillas de cada una de las
especies vegetales de prueba, humedeciendo el papel filtro con 1.5 ml de agua destilada y
desionizada. Se utiliz6 acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D, Sigma) como un control
positivo. El mismo protocolo se utilizd para los controles negativos que contenian
tnicamente disolvente. Las cajas Petri se mantuvieron en la oscuridad a 27 °C y la
actividad alelopdtica se registré calculando el porcentaje de germinacion y midiendo la

longitud de las radiculas después de 24 h para 4. leucocarpus y 48 h para E. crus-galli.
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3.6 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO.

La resolucion del extracto cloroformico de [pomoea tricolor (27.8 g) se efectud
mediante una cromatografia en columna empacada con gel de silice (700 g) y utilizando en
la fase movil un gradiente de Me,CO-MeOH en CHCl;. El volumen de los eluatos fue de
800 ml y se colectd un total de 200 fracciones. Cada una de éstas se concentrd al vacio
hasta alcanzar un volumen de aproximadamente 10-15 ml. La semejanza y la
homogeneidad cromatografica en capa fina de cada uno de los eluatos permitid su reunion
en nueve fracciones concentradas, las cuales se evaluaron de manera independiente
mediante el bioensayo de crecimiento radicular para evaluar su potencial alelopatico (ver
inciso 3.5). El efecto inhibitorio del crecimiento vegetal se concentrd en la fraccion que
contenia la mezcla de resinas glicosidicas (fraccion VIII, 10 g). El cuadro 4 resume el
fraccionamiento biodirigido del extracto cloroférmico responsable del efecto alelopatico
de [pomoea tricolor.

La mezcla de resinas glicosidicas (fraccion VIII) se recromatografié sobre una
columna de ge! de silice (400 g) utilizando como sistema de elucion una mezcla compuesta
por CHC!,-Me,CO-MeOH (5:5:1). Se colectaron un total de 180 fracciones de 100 mi
cada una. Este procedimiento cromatogafico concentrd la actividad alelopética en las
subfracciones combinadas 140-146 (6 g), que correspondieron al constituyente
mayoritario de la mezcla de resinas. Con el objetivo de eliminar la consistencia pastosa de
color ambar de esta fraccion, se realizo una decoloracion de la muestra disuelta en MeOH
con carbon activado. Después de una hora de resposo, la suspension se filtré al vacio a
través de celita. El filtrado se concentrd a presion reducida hasta sequedad obteniéndose
un residuo sélido (5.3 g), el cual se precipité con MeOH para proporcionar 4.8 g (0.4 %
peso seco) de una resina sélida de color blanco. E! andlisis mediante cromatografia en
capa fina de alta resolucidon (HPTLC, Merck) de este producto, utilizando como eluyente
CHC);-MeOH-H,0 (7:3:1), proporcion6 una banda mayoritaria con un Ry = 0.45 yuna

banda minoritaria de menor polaridad (Rf = 052).
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Cuadro 4. Fraccionamiento biodirigido del extracto cloroférmico de Jpomoea tricolor.

Inhibicion del crecimiento (%)d

Fraccion® Eluatos®  Elucién Peso(g) Crecimiento radicular (mm)°
Amaranthus ~ Echinochloa  Amaranthus  Echinochloa
I 133 CHCl, 2.7 7611 93+24 21.7° 7.0
9.7+05)  (10.0%1.0)
i 34-49 CHCl, 1 88+1.0 10.5+0.7 13.8° 19.0°
, (102+08)  (106+03)
)| 50-79 CHCl,-Me,CO (4:1) 18  86+09 100+45 15.7° 57
R S (10.2£0.8) - (10.6+0.8)
IV 8090 CHCL-Me,CO (4:1) - L 11223 26° 5.1
S (11.8+2.2) ¢
\Y% 91-113 CHCI,-Me,CO (1:1) 0 103%29° © 0 25.0° 19.6°
VI 114128  CHCL-Me,CO (1:1) ,, S 21t T 290°
C(ax24 oo
VI 129-141  CHCl;-Me,CO-MeOH (1:1:0.1) 2.5 * COBTELG o 282° 40.0°
e LU (145£05) -
VII 142162  CHCl;-Me,CO-MeOH (1:1:02) 10 - '68+10 = 67£74 - 514 . 724
o (140+08) - (43%74) - B
IX  163-180  CHCl,-Me,CO-MeOH (1:1:0.5) 1.2 92428 89+18 - 245° © 386

(135427 (145%05)

* Concentracion de prueba: 100 pg/ml.
® Cada eluato con un volumen de 800 ml.

“Cada valor representa el promedio de 4 réplicas ( D.E.): 20 plantulas cada una. Controles negativos entre paréntesis.
4porcentajes expresados en relacion al crecimiento del control negativo.

°P <0.05 (ANOVA).



" 3.7 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA TRICOLORINA A.
3.7.1 CROMATOGRAFIA DE PARTICION CENTRIFUGA. 7

El residuo obtenido de la decoloracion de la subfraccion 140-146 se sometié a un
proceso de purificacion adicional utilizando una cromatografia de particién centrifuga
liquido-liquido (Marston er al, 1988; Marston et al., 1990) en un aparaté de
cromatografia a contracorriente (P.C. Inc., Potomac, Maryland, EE.UU.).

En este procedimiento de separacion se utiliz6 como sistema de disolventes la
mezcla ternaria CHCl,-MeOH-H,0 (7:13:8), la cual generé dos fases al reposarse en un
embudo de separacion. La capa de mayor densidad se utilizé como la fase' movil a una
velocidad rotacional de 800 rpm. El tamafio de la muestra fue de 550 mg/10 ml. Se utilizd
un flujo de 3 ml/min y se colectaron fracciones de 20 ml cada una. Las fracciones 20-28
proporcionaron 480 mg del compuesto bioactivo en forma de un sélido amorfo

blanquecino (Ry0.48; HPTLC: CHCl,-MeOH-H,0, 7:3:1)

3.7.2 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION (HPLC).

La purificacion final del agente alelopatico se efectué mediante HPLC utilizando
un sistema cromatogréfico ISCO integrado por una bomba modelo 2350, un detector de
ultravioleta V4 (A, 216 nm) y una columna semipreparativa de fase reversa C18
(spherisorb®; 256 x 10.0 mm, diametro de particula = 10 um). En este analisis la fase
movil consistid de un sistema isocratico de MeOH-H,0 (95:5) con un flujo de 5 ml/min a
una presion de 1780 Ib/pulg? durante 8 min (Fig. 16).

Se inyectaron alicuotas (100 pul) de una solucién metandlica de las fracciones 20-
28 obtenidas de la cromatografia de particion centrifuga (ver seccion 3.7.1) a una
concentracion de 50 mg/ml. Este procedimiento repetido en sucesivas ocasiones permitio
la obtencion de 100 mg de la tricolorina A (Rt 4.2 min) con una pureza del 100%, la cual
se verificd en un analisis cromatografico adicional utilizando una fase normal. Las

condiciones instrumentales utilizadas en esta segunda ocasion fueron las siguientes: una
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columna de gel de silice ((tPorasil; 300 X 3.9 mfn, didmetro de particula = 10 um) con un
flyjo de la fase movil (MeOH, 100%) de ‘| rﬁl/ﬁ\in y a una presion de 1100 Ib/pulg?
durante 8 min. La concentracion de la muestra correspondié a 2.5 mg/m! y se inyectaron
alicuotas de 10 pl. El tiempo de retencion obtenido para la tricolorina A en el sistema
analitico de fase normal fue de 3 min.

100

70

INTENSIDAD
3
1

20

o 2 4 8 8
TIEMPO (min)

Figura 16. Anélisis mediante cromatografia de liquidos de alta presién del constituyente
alelopatico mayoritario de Jpomoea tricolor Cav. Condiciones instrumentales: columna,
spherisorb® C18 (ISCO; 250 x 4.6 mm, 5 um); fase mévil, MeOH (95 %), 1| ml/min,
presion 1110 1b/pulg?; detector, UV (216 nm); concentracion de la muestra, 2.5 mg/ml.
Tricolorina A (Rt 4.2 min); impureza (Rt 5.5 min).
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3.73 CARACTERIZACION DE LA TRICOLORINA A.

La tncolonna se; obtuvo en forma de pequefios cristales incoloros después de

una recnstahzac:on MeOH y’ presentd las siguientes propiedades fisicas y
“{a}y -30.32° (¢ = 1.5, MeOH); IR v max (KBr) 3420,

1"3"'0‘ ‘1'060 cm’; RMN 'H (500 MHz, C,D,N, TMS): 6

m/z (int. rel.): 1023 M+ H}+ (100), 877 (80), EM-FAB negatlvo m/z (mt. rel) 1021 ‘
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{M - 1}- (100), 875 (15), 561 (70), 417 (85), 271 (18); Anlisis elemental para
CjoHysOy. Caleulado: C, 58.70%; H, 8.41%. Encontrado: C, 58.76%; H, 8.45%.

3.8 EVALUACION DEL POTENCIAL BIOLOGICO DE LA TRICOLORINA A.

3.8.1 EVALUACION DEL POTENCIAL ALELOPATICO.

La actividad potencial de la tricolorina A como un inhibidor del crecimiento
vegetal se realizo siguiendo los procedimientos descritos en el inciso 3.4. Los ensayos se
condujeron utilizando las siguientes concentraciones de prueba para la tricolorina A: 0, 1,
5, 10, 30, 50, 100 y 200 pg/ml.

Las diferencias estadisticas entre los diferentes tratamientos se evaluaron mediante
andlisis de varianza. Las concentraciones inhibidoras medias (Cl,,) se calcularon mediante
andlisis de probit (Lieberman, 1983) para los resultados del crecimiento radicular a partir
de los porcentajes de inhibicion. La regresion lineal se utilizo para el procesamiento de los

datos obtenidos para los ensayos de germinacion de semillas.

3.8.2 EVALUACION DEL POTENCIAL MODULADOR DE LA TRICOLORINA A
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PROTEINA CINASA C.

3.8.2.1 EVALUACION DEL POTENCIAL ANTAGONISTA DE LA TRICOLORINA
A EN EL ENSAYO DE UNION DE LOS ESTERES DE FORBOL Y LA
ESTAUROSPORINA A LA PROTEINA CINASA C.

La unién del 12,13-dibutirato de forbol-[’H] (PDBu-[*H]) al dominio regulatorio
de la proteina cinasa C se determind mediante el método descrito por Miyake ef al,,
(1984). La mezcla de reaccién contenia 50 pl de una solucion 80 mM de Tris/HCI (pH
7.4), 50 ul de CaCl, (0.8 mM), 20 ul de una solucion acuosa de fosfatidilserina (150

pg/ml), 50 pl de la proteina cinasa C (0.5-1 pmol) parcialmente purificada a partir de un
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homogeneizado de cerebro de becerro, 9 pl de albimina sérica bovina (2 mg/ml), 1.l dye
una solucién 20 nM de PDBu-["H] diluida con 0.05 mM de PDBu (1-3 x 10 cpm/pmol),
10 pl de la solucién del compuesto de prueba en DMSO y 10 pl de H,0.

Las concentraciones evaluadas de la tricolorina A correspondieron a 200.0, 40.0,
8.0, 1.6 y 0.32 ug/ml y se ensayaron cuatro réplicas de cada una de las diluciones. La
incubacion se realizé a 30 °C durante una hora. Cada una de las mezclas de reaccién se
colectd sobre un disco de celulosa (Whatman DES52) y se filtrd a través de fibra de vidrio
utilizando un colector celular (Skatron, Sterling, VA, EE.UU.). Los discos se lavaron con
3 ml de Tris-HC! 10 mM, pH 7.5 (25 °C)/CaCl, 1 mM a 4 °C, por tres ocasiones. Los
discos se colocaron en liquido de centelleo (4 ml) y el grado de unidn del éster de forbol a
la proteina cinasa C se determindé mediante la radioactividad registrada por un contador
Packard Minaxi  4000.

La unidn de la estaurosporina-[BH] al dominio catalitico de la PKC (Tamaoki,
1991) se realizo bajo las mismas condiciones experimentales descritas anteriormente para
el ensayo del PDBu-[3H] utilizando una solucion 30 nM de la estaurosporina-[JH] (15.8
Ci/mmol).

Se calculd el porcentaje de la unidn inespecifica mediante el total de radioactividad
no desplazable por un exceso no radioactivo (100 veces) de PDBu o estaurosporina
(Sweetnam et al., 1993). Se utilizo el analisis mediante regresion lineal en los graficos
semilogaritmicos obtenidos entre la dosis ensayada de la tricolorina A y el porcentaje de
union especifico de los compuestos radioactivos para calcular la concentracion de la
tricolorina A que produce el 50% de inhibicion (Cl,).

Los mismos procedimientos experimentales se realizaron para evaluar la actividad
de los extractos organicos preparados a partir de [pomoea tricolor, I. purga, I. pes-caprae

e I. tryianthina.
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3.8.2.2 EVALUACION DEL POTENCIAL MODULADOR DE LA TRICOLORINA A
SOBRE LA AC;I’IVIDAD ENZIMATICA DE LA PROTEINA CINASA C. ‘

La evaluacién de la actividad enzimatica de la proteina cinasa C (PKC) se
determiné de acuerdo con los protocolos descritos por Yasuda et al, (1990), La actividad
de la PKC se evalu6 mediante Ia transferencia de *2P a partir del [y*’P]JATP al sustrato
peptidico.

La reaccién se realizd a 30 °C durante 5 min en un volumen final de 50 pl. La
mezcla de reaccién contenia 10 ng de la PKC a (GIBCO BRL, Research Products Life
Technologies, INC., Gaithersburg, MD, EE.UU.) en una solucién amortiguadora de Tris
20 mM (pH 7.5), EDTA 0.5 mM, EGTA 0.5 mM, B-mercaptoetanol 10 nM, MgCl, 20
mM, CaCl, 1 mM y NaCl 0.2 M, la cual se suplementd con una solucion lipidica (10
ug/mi de fosfatidilserina, 2.5 pg/ml de dioleina y 10% de Triton X-100).

La reaccion se inicio adicionando el sustrato constituido por 10 uM de histona
(Tipo I11-S; Sigma) en una solucion de 10 pM ATP/ATP-[y-**P] 3-6 x 10° cpm/ml [20-25
uCi/mi]), CaCl, 5 mM, MgCl, 100 mM y Tris 20 mM (pH 7.5). La fosforilacion se detuvo
mediante la remocion de una alicuota (25 pl) de la mezcla de reaccion, la cual se depositd
en un disco de fosfocelulosa (Whatman DES52), se sumergio en una solucién (10 ml x 2)
de acido fosforico al 1% durante 5 min y, posteriormente, se lavé dos veces con agua
destilada (10 ml). Por ultimo, el disco se colocd en 4 ml de liquido de centelleo y la
incorporacion de **P al sustrato se determind mediante un contador Beckman LS 6000IC,
Estas condiciones experimentales permitieron establecer la actividad basal de la PKC
(Tamaoki, 1991; Yasuda ef al., 1990).

Se evaluaron seis réplicas de cada una de las soluciones (EtOH-H,0, 1:1) de
prueba de la tricolorina A preparadas a una concentracion final de 200, 100, 50, 25, 125y
6.25 pg/ml. La concentracion final de ETOH en el ensayo correspondio a un 3 %. Antes
de evaluar la actividad enzimatica, la mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente

durante 20 minutos para permitir 1a union de la muestra de prueba a la proteina cinasa C.
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En cada experimento se incluyd una determinacion por duplicado suplementada con 5 nM
del 12-miristato-13-acetato de forbol (GIBCO BRL) en lugar de la tricolorina A como un
control positivo. Estas condiciones resultan en la activacion de la PKC en un 30-50% de
su actividad basal (Jayatilake et al., 1993; Miyake ef al., 1984), y se utilizaron para
garantizar la calidad de la enzima utilizada. Los duplicados preparados sin lipidos y CaCl,
se evaluaron y sus valores de radioactividad se restaron de los obtenidos para todos los
ensayos con el compuesto de prueba. La Cl,q, para la tricolorina A se determiné como la
concentracion calculada mediante interpolacion logaritmica que provoca el 50% de ia

inhibicion de la actividad enzimatica de ta PKC.

3.8.3 EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO.

El analisis cuantitativo antimicrobiano en contra de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Escherichia coli (ATCC 10536), Candida albicans (10231) y Aspergilius niger (ATCC
16888) se condujo utilizando las técnicas microbiologicas de difusion en agar (Barry y

Thorasberry, 1991) y de dilucion en caldo nutritivo (Hufford ef al., 1975).

3.8.3.1 PREPARACION DE LOS INOCULOS.

Los microorganismos de prueba se prepararon mediante incubacién en caldo
nutritivo (Merck) durante 24 horas a 37 °C. La concentracion final de los organismos en el
cultivo se ajustd mediante dilucion con una solucion salina isotonica (NaCl 0.9%) o con
caldo nutritivo hasta obtener la turbidez visualmente comparable a la del estindar
preparado mediante la mezcla de 0.5 ml de BaCl,0.048 M (BaCl, [1.75%] 2H,Q) y 99.5
ml de H,S0, 0.36 N (1%). Esta turbidez equivale a la mitad de la densidad del estandar de
McFarland No. 1 y corresponde a un niimero aproximado de 1.5 x 10® células/m! (Barry y
Thornsberry, 1991). La densidad oOptica de esta turbidez se monitored con un

espetrofotdmetro y correspondid a 0.08-0.10 a una longitud de onda de 625 nm,

55



3.8.3.2 PREPARACION DE LA MUESTRA DE PRUEBA.

Las resinas glicosidicas y la tricolériﬁa A se disolvieron en MeOH y se prepararon
concentraciones finales de 100, 70, 40, 20, 10 y 5 pg/ml. Cada una de las soluciones de
prueba se deposit6 en un disco de papel filtro y se evapord mediante una corriente de aire.
Los controles positivos (10 pg) se prepararon en solucién acuosa utilizando 1 mg/ml de la

sal sodica de la ampicilina para las bacterias y 1 mg/ml de anfotericina B para la levaduras

y el hongo.

3.8.3.3 PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO DE DIFUSION.

Un mililitro de la suspension bacteriana se sembré de manera uniforme en cada
caja Petri (100-mm), conteniendo 15-20 ml de agar Mueller-Hinton (Difco) para las
bacterias o agar-Sabouraud (Glucosa 4%, Difco) para la levadura y el hongo. Las cajas se
dejaron secar durante 3-5 min y, posteriormente, los discos impregnados con el antibiotico
de prueba se aplicaron manualmente con una pinza estéril sobre la superficie de agar
inoculada. Las placas asi preparadas se mantuvieron a una temperatura de 5 °C durante 30
min para facilitar la difusion de las muestras. Transcurrido este tiempo, las cajas se
incubaron por 24 horas a 37 °C para las bacterias y durante 48 horas a 28 °C para la
levadura y el hongo. El ensayo se realizd por triplicado para cada una de las muestras de
prueba.

La actividad antimicrobiana se registrdé midiendo el didmetro {(mm) de la zona de
inhibicion que circundd a cada uno de los discos. La concentracién critica minima
inhibidora de la tricolorina A sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus se calculd

mediante el método estadistico de minimos cuadrados (Barry, 1986).

3.8.3.4 PROCEDIMIENTOS DEL ENSAYO DE DILUCION.
Para la determinacién de la concentracion minima inhibidora (MIC) de la

tricolorina A sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, se prepar6 una serie de 10
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tubos de ensayo conteniendo caldo nutritivo. El primer tubo de esta serie contenia 4.5 ml
de caldo nutritivo y los restantes 2.5 ml cada uno. El compuesto de prueba se disolvié a
una concentracion de 1 mg/ml en una mezcla de MeOH-H,0 (i:1) y 0.5 ml de esta
solucion se transfirieron al primer tubo con agitacion vigorosa. Se transfirieron 2.5 ml de
esta suspension del primer tubo al segundo mezclando cuidadosamente. Esta misma
operacion se realizo con el tubo siguiente y asi sucesivamente, resultando en una serie de
diluciones que correspondieron a las concentraciones de 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12,
1.56,0.78, 0.39 y 0.19 pg/ml.

Cada tubo se inoculdé con 10 pl de la suspension del microorganismo de prueba
(10° células/ml). Posteriormente, se incubaron a 37 °C durante 24 horas. La concentracién
minima que inhibié completamente la proliferacion del organismo de prueba se registrd

como la concentracidén minima inhibidora, MIC (pug/ml).

3.8.4 EVALUACION DEL POTENCIAL CITOTOXICO.

3.8.4.1 TOXICIDAD PARA EL CRUSTACEO Artemia salina.
3.8.4.1.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Se prepard una solucion "stock" de la tricolorina A y de las resinas glicosidicas
disolviendo 20 mg de la muestra de prueba en 2 ml de MeOH. De esta solucion se
transfirieron 5, 50 y 500 pl a viales de manera independiente y por triplicado. Se dejé
evaporar el disolvente a sequedad y posteriormente se afordé cada vial con 5 ml de
salmuera, obteniéndose asi concentraciones de 10, 100 y 1000 pg/ml, respectivamente

(Anderson et al., 1991).

3.8.4.1.2 PROCEDIMIENTOS DEL BIOENSAYO.
Depusés de incubar los huevecillos de Artemia salina en salmuera a 25 °C y durante

48 horas, se transfirieron 10 larvas a cada uno de los viales conteniendo las muestras de
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prueba. Transcurridas 24 horas, se registr6 el niimero de organismos sobrevivientes. Los

resultados se procesaron mediante un analisis de probit (Lieberman, 1983) para calcular la

concentracion letal media (CL,).

3.8.4.2 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD.

Los procedimientos para el establecimiento de los cultivos celulares de las lineas
cancerosas utilizadas se fundamentaron en los protocolos previamente descritos en la
literatura (Likhitwitayawuid ef al., 1993; Novelo ef al., 1993; Skehan ef al., 1990). Las
lineas celulares P-388 (leucemia de miiridos), HT-1080 (fibrosarcoma humano), KB
(carcinoma nasofaringeo), A-431 (carcinoma epidermoide humano), ZR-75-1 (cancer
mamario humano), LNCaP (cancer de prostata humano) y U-373 (glioblastoma humano)
se adquirieron de la Coleccion Norteamericana de Cultivos Tipo ("American Type Culture
Collection"), Rockville, Maryland, EE.UU. Las restantes lineas cancerosas humanas que
incluyeron el melanoma (Mel-2) y los carcinomas mamario (BC-1), de colon (Col-2) y
de puimon se establecieron a partir de tumores primarios por el Dr. John M. Pezzuto en el
Colegio de Farmacia de la Universidad de Illinois, EE.UU. La linea celular KB-V1
resistente a vinblastina se desarrollo a partir de células KB mediante un tratamiento

prolongado con dosis subletales de este agente anticancerigeno (Shen ez al., 1986).

3.8.4.2.1 MEDIOS Y CULTIVOS "STOCK".

Las lineas celulares BC-1 y Col-2 se establecieron en el medio esencial minimo de
Eagle con sales de Earle (MEME) (Ham y Mckeehan, 1979) y suplementado con 1% de
aminoacidos no esenciales (AAN) y con suero bqvino fetal (SBF) inactivado al calor (56
°C durante 30 min). El fibrosarcoma HT-1080'y la linea de cancer pulmonar LU-1 se
mantuvieron en MEME suplementado con l%'fdé AAN y 10% de SBF. El carcinoma
epidermoide oral (KB; KBVI) y las células Aé43l se establecieron en el medio esencial

minimo modificado por Dulbecco (MEM-D) (Ham y Mckeehan, 1979) conteniendo 10%
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de SBF. El medio para las células KB-V1 se suplementd con 1 pg/ml de vinblastina. El
cultivo celular de melanoma (Mel-2) se establecié en el medio esencial minimo con sales
de Hank (MEMH) y suplementado con 10% de SBF inactivado. Los linfocitos de muridos
P-388 se mantuvieron en el medio de Fisher conteniendo 10% de SBF. Las lineas celulares
ZR-75-1 y LNCaP se cultivaron en el medio RPMI-1640 ("Rosewell Park Memorial
Institute 1640 medium") (Ham y Mckeehan, 1979) suplementado con 10% de SBF
inactivado.

En todos los medios se administrd penicilina (100 unidades/ml), estreptomicina
(100 pg/ml), 0.25 pg/ml de fungizona, con excepcion de los cultivos P-388 y U-373, y
1.5-3% de una solucién de NaHCO; al 75%. El pH de los medios se ajust6 a 7.1-7.2. Los
medios se esterilizaron mediante filtracion por membranas inmediatamente después de su
preparacion.

Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en una atmésfera hameda
conteniendo 4% CO, con excepcion del melanoma, el cual se mantuvo en frascos de
cultivo cerrados. Todos los cultivos "stock", con excepcidon de los linfocitos P-388, se
mantuvieron en botellas para cultivo de tejidos con una capacidad de 75 cm’.

Una vez que las células en cada cultivo alcanzaron un 80% de confluencia, misma
que se determina cuando la base de las botellas de cultivo se encuentran cubiertas con
células, éstas se subcultivaron mediante una suspension con una solucion de tripsina y
dilucion a 5-10 x 10 células/ml en medio fresco. El cultivo "stock" de células P-388 (50
ml en un recipiente de cultivo de 125 ml) se ajusté a una concentracion de 5 x 10*
células/ml mediante la remocién de una alicuota del cultivo y dilucion con medio fresco.
Después de tres dias de incubacidn, las células alcanzan un 60-70% de confluencia,
momento en el cual el medio original de subcultivo se reemplaza por medio fresco (20 6

30 mil) 24 horas antes del inicio del bioensayo.
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~ El cultivo "stock" de células P-388 se diluy a 35 x 10* células/ml. Después de 24
hrs de incubacién, la concentracién celular se duplica a un nimero aproximado de 70-80 x

10* células/ml. Todos los medios de cultivo se precalentaron a 37 °C antes de su empleo.

3.8.4.2.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE PRUEBA.

Las muestras de prueba se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSQ) y se
prepararon diluciones con 10% DMSO en agua destilada y desionizada para alcanzar una
concentracion final en la suspension celular correspondiente a 20.0, 4.0, 0.8, 0.16 y 0.032

ug/ml de muestra.

3.8.4.2.3 PREPARACION DE LA SUPENSION CELULAR PARA EL BIOENSAYO.
Después de 24 h de haber realizado el subcultivo de las células "stock", el medio se
elimina y la monocapa de células cancerosas se dispersd con una solucién de tripsina y se
suspendié en medio fresco para obtener una concentracion de 2-10 x 10* células/ml. Las
células P-388 no se sometieron al proceso de tripsinizacton (Ham y Mckeehan, 1979) y su

concentracion se ajusté directamente por dilucion con el medio fresco.
3.8.4.2.4 BIOENSAYOS.

3.8.4.2.4.1 METODO A.

En el método A, las muestras se evaluaron en tubos de ensayo de acuerdo con los
procedimientos descritos en la literatura (Jayasuriya ef al., 1989; Ngassapa, 1992). La
suspension celular (2.85 ml) se adiciond a cada uno de los tubos de ensayo conteniendo la
solucion de la muestra de prueba (0.15 ml) y se agitd vigorosamente con un vortex. Se
prepararon tubos control conteniendo 10% de DMSO acuoso (0.15 ml) y la suspension
celular (2.85 ml). Los tubos control que contenian tnicamente la suspension celular (2.85

ml) se centrifugaron para recuperar las células, las cuales se lavaron con una solucion
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amortiguadora de fosfatos y se centrifugaron de nueva cuenta por dos ocasiones. El
sobrenadante se elimind y cada uno de los aglomerados celulares en los tubos de ensayo se
almaceno a 0-5 °C hasta el término del bioensayo para obtener la concentracién basal en la
determinacion de proteinas. Cada experimento se realizé en duplicado.

Los cultivos en cada bioensayo se incubaron a 37 °C durante 72 hrs o 48 hrs para
las células P-388. Transcurrido este periodo, se procedi6 a determinar el contenido celular
mediante conteo visual (P-388) o un analisis colorimétrico para determinar el contenido
proteico (Lowry ef al., 1951). Los medios de los tubos que contenian las células humanas
cancerosas se drenaron y las capas celulares se lavaron dos veces con solucion de fosfatos
amortiguadora. La determinacion del contenido proteico se realizé para todos los tubos de
ensayo, incluyendo los tubos de control, mediante el método modificado de Lowry
(Lowry et al., 1951). Las lecturas de los valores de absorbancia se determinaron con un
espectrémetro modelo "Spectronic 25" (Bausch and Lomb, New Jersey, EE.UU.) a una
longitud de onda de 660 nm. Después de 48 hrs de incubacién, la concentracion de las
células P-388 se determind mediante conteo con un hemacitometro. Diez conteos
celulares se realizaron para los bioensayos de control y cinco para cada uno de los ensayos

conteniendo las muestras de prueba.

3.8.4.2.4.2 METODO B.

En este método, la evaluacion del potencial citotoxico se realizé en microplacas de
plastico con 96-cavidades de acuerdo con los procedimientos descritos por Skehan, et al.,
(1990). Las suspensiones celulares (190 pl) se depositaron en cada una de las cavidades
de la placa junto con 10 pl de la solucidon conteniendo la muestra de prueba. Se prepararon
ensayos de control a los cuales solo se adiciono la suspension de células cancerosas y 10
ul de DMSO al 10%. Las muestras de prueba se evaluaron a las concentraciones de 20.0,
4.0, 0.8, 0.16 y 0.032 pg/ml por triplicado. La suspension celular se depositd en ocho de

las cavidades (190 pl) de una microplaca adicional, las cuales no contenian muestra de
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prueba y serian utilizadas para determinar la densidad optica inicial. Este ensayo se
designd con el nombre de control del punto cero. Los ensayos de citotoxicidad que
utilizaron las células KB-V1 se realizaron tanto en la presencia de vinblastina (1 pg/ml) en
el medio de cultivo como en la ausencia de ésta. Las placas se incubaron a una
temperatura de 37 °C durante 72 hrs, o durante 48 hrs en el caso de los linfocitos P-388.
Las placas de control se incubaron a 37 °C durante 30 minutos.

Una vez concluido el periodo de incubacién, las monocapas celulares, con
excepcion de los linfocitos P-388, se sometieron a un proceso de fijacién mediante la
adicion de 50-100 pl de acido tricloroacético al 50% en cada una de las réplicas del
bioensayo. Posteriormente, se incubaron a 4 °C durante una hora.

Las células P-388, tanto de las placas de control como de las soluciones que
contenian las muestras de prueba, se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos. Para el
proceso de fijacion, se utilizaron 100 pl de 4cido tricloroacético al 50% por cada
bioensayo, y una incubacion a 4°C durante una hora. Después de este proceso, las placas
se lavaron con agua de hielo por cinco ocasiones, se secaron con una corriente de aire y se
tifieron con 100 pl de una solucion de sulforodamina B (0.4%) en acido acético (1%)
durante 30 minutos. Se eliminé el exceso de tincidn antes de proceder con el registro de la
densidad optica para cada uno de los bioensayos. La tincién ligada a las proteinas se
solubilizé con 200 pl de Tris base 10 mM [tris(hidroximetil)aminometano] a un pH 10
durante cinco minutos y mediante una agitacion moderada. La densidad Optica se

determiné en un espectro-fotdmetro Beckman DU-70 a una longitud de onda de 564 nm.

3.8.4.2.5 DETERMINACION DE LA DOSIS EFECTIVA MEDIA (DE,).

En el método A, los valores de absorbancia (Agg) para cada una de las soluciones
de prueba se promediaron y se expresaron en términos de concentraciones de proteinas. El
porcentaje del crecimiento celular para cada una de las diluciones se determind mediante la

siguiente féormula (T-Co/C-Co) x 100, donde T representa la concentracion media de
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proteinas para cada una de las diluciones de prueba, Co es la concentracién de proteinas
basal, y C es la concentracién proteica en los tubos de control.

Se utilizo el andlisis mediante regresién lineal en los graficos semilogaritmicos
obtenidos entre la dosis y el porcentaje de crecimiento celular para determinar la dosis
efectiva del compuesto de prueba necesaria para inhibir el crecimiento celular en un 50%
(DE;; pg/ml).

El porcentaje del crecimiento celular para cada dilucién en el bioensayo con
linfocitos P-388 se determiné mediante la ecuacion utilizada para el calculo de las DE, de
las lineas celulares cancerosas humanas, donde T es el promedio del conteo celular en los
tubos experimentales, Co es el conteo celular inicial (5 x 10*) y C es el promedio del
conteo en los tubos de control.

En el método B, se promediaron las lecturas de la densidad dptica (DOye4) para
cada una de las concentraciones de la muestra de prueba y de los controles. El porcentaje
de la sobrevivencia celular se determiné mediante la formula empleada en el método A,
donde T representa el promedio de la densidad optica de las concentraciones de prueba, C
es el promedio de la densidad 6ptica en los ensayos de control y Co es el promedio de la
densidad optica inicial. Los valores de la dosis efectiva media (DEs,) se obtuvieron

utilizando el analisis de regresion lineal.
3.9 PREPARACION DE DERIVADOS

3.9.1 HIDROLISIS ALCALINA DE LA TRICOLORINA A.

Una solucion de la tricolorina A (500 mg) en 5% KOH/H,0 (10 mi) se someti6 a
un calentamiento a reflujo durante una hora a una temperatura de 95 °C. Postt;.riormente,
se ajusto el pH de la mezcla de reaccion con HCI 4N (pH 4) y se extraj6 con Et,0 (2 x 10
ml). La capa orgénica se lavo con H,0, se sec6é con Na,SO, anhidro y se evapord bajo

presion reducida. El residuo se analizo directamente mediante cromatografia de gases-
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espectrometria de masas, utilizando las siguientes condiciones analiticas: una columna
capilar DB-5 [5% fenil-95% metilpolisiloxano] (30 m, 0.25 mm D.L, 0.25 pm; Varian);
helio a una velocidad de 30 cm/sec con un flujo de 1 ml/min; la temperatura de la columna
se mantuvo a 80 °C por un minuto y se programé un calentamiento de 10 °C/min hasta
alcanzar 280 °C. De esta manera, se obtuvo un cromatograma constituido por un solo pico
(R; 3.57 min), el cual se identificé como el 4cido 2S-metilbutanoico: {ct}p +17° (c = 4.3,
MeOH); EM-IE m/z (int. rel.) (M}*'loz (1), 101 (1), 87 (22), 85 (1), 75 (4), 74 (100), 73
(16), 69 (7), 57 (62), 56 (18), 55(17) 45 (25),41 ©n, 26(15) 15 (7).

La fase acuosa se extrajo con n-BuOH (2 % 10 ml) y la capa organica se evapord

al vacio para proporcnonar 325 9 mg de un polvo cnstalmo incoloro, al cual se le asigno el

18.89 (Ram 6) 104 17 (Ram'- 1), 72.36 (Ram’-2), 72.66 (Ram-3), 74.17 (Ram -4), 69.88
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(Ram"5), 18.50 (Ram™-6), 176.15 (Jla-1), 34.92 (Jla-2), 80.55v,(J1a511');,.1'4.20‘ (la-16);
EM-fab negativo m/z (int. rel) {M-H)" 871 (100), 7_25‘(18),‘ 579 (:'16'),‘,4‘1‘7 (19‘)",327’1, ),
268 (9), 142 (8); Andlisis clemental para’CygHy; Oy Caloulado: C, $5.03%; H, 831%.
Encontrado: C, 55.05%; H, 8.32%. ' o k

3.9.2 ACETILACION DE LA TRICOLORINA A.
La tricolorina A (100 mg) se disolvié en 2.5 ml de una mezcla de Ac,0/C;H N
(3:2) y se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 24 hrs. Transcurrido este
tiempo, se adicionaron a la mezcla de reaccién 20 ml de agua fria y se continud la
agitacion durante 30 min. Posteriormente, se adicionaron 10 ml de agua destilada y se
realizaron dos extracciones sucesivas utilizando, en cada ocasidon, voliumenes de 20 ml de
AcOEt. Las fases organicas se reunieron y trataron con 20 m! de HCI (15%) seguido de
un tratamiento alcalino con una solucién de NaHCO,. Por tltimo, la fase orgénica se lavo
dos veces con volimenes de 10 ml de agua en cada ocasion, se secé con Na,SO, y se
concentroé a presion reducida, obteniéndose 85.9 mg de un sodlido cristalino de color
blanco: pf 74-76°% {o}p -31.92° (c = 1.7, MeOH); IR v max (KBr): 2930, 1740, 1440,
1370, 1230, 1070 cm-1; RMN'H (300 MHz, C,D,N, TMS): 6 5.59 (1H, dd, J = 9.0, 9.0
Hz, Gle-3), 5.53 (IH, dd, J = 1.5, 3.4 Hz, Ram-2), 5.47 (1H,dd, J = 10,0, 10.0 Hz, Ram-_
4), 5.43 (1H, dd, J = 3.2, 9.8 Hz, Ram"-3), 5.38 (1H, d, ] = 3.4 Hz, Fuc-4), 5.33 (lH,dd'
J=9.38, 9.8 He, Ram'-4) 529(1H,dd J=1.0, 32Hz,Ram-2) 525 (lH‘d’J—
Ram-1), 5.24 (1H, dd, J = 90 90 Glc-4) 5. 18 (lH d, J—lOHz Ramyl), 3
dd, J = 3.4, 10.2 Hz, Fuc-3) 5.05 (m d, J = 7.6 Hz, Glc-1), 4.47. (lH,d 1=78 Ha,
Fuc-1), 4.32-4.37 (3H, m,‘Fuc-Z, Glc-6, Ram-S), 4.28 (1H, dd, J=34, 1,0'0’ Hz, Ram-3),
4.09 (IH, dd, J = 2.1, 12.2 Hz, Gle-6), 403 (IH, , ] = 6.4 Hz, Fuc-5), 3.89 (IH, dd, I =
7.6, 9.0 Hz; Gyc-25; 3.79 (1H, a, J=2.0, 9.0 Hz, Glc-5), 3.76 (1H, de, J = 6.0, 9.8 Hz,
Ram'-5), 3.58 (I‘H,";i, J'l'é-lil);;z.ss (1H, ddd, = 3.0, 9.0, 16.0 Hz, Jal-2), 2.57 (1H, tc, J
=7.0,7.0 Hz, mba'-2), 2.26 (1H, ddd, J = 3.0, 9.0, 16.0 Hz, Jal-2'), 2.21 (1H, 7, J= 7.0,
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7.0 Hz, mba-2) 1.74-1.97 (3H $ % 7), 1.40 (3H d J 6.1 Hz Ra 6); 1 1,7;‘(V3AI~L‘d,-J=

'(Ram -5) 17 38. (Ra n -6), 1. 83 (Jla-l) 3 4.85° (Jla 81,01 (Jla-ll), ,14 16 (]13-16),
176.39 (mba-l), 41 39 (mba-2), 27.88 (mba-3), 11 93 (mba-4), 16 67 (mba-ZMe) 175.97
(mba™-1), 41.33 (mba'-2), 27.04 (mba'-3), 11.93 (mba'-4), 16.45 (mba'-2Me).

3.9.3. PREPARACION DEL ACETONIDO DE LA TRICOLORINA A.

A una solucion de la tricolorina A (100 mg) en Me,CO anhidra (3 ml) y 2,2-
dimetoxipropano (3 ml) se adicionaron trazas del acido p-toluensulfonico monohidratado
y 300 mg de una malla molecular (4A, Merck). La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 36 hrs. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccion se
filtrd y el disolvente se evaporo a sequedad. Se adiciono agua destilada al residuo solido y
se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml). Las fases organicas se combinaron y el disolvente se
elimind mediante destilacion a presion reducida. El producto mayoritario de menor
polaridad (Ry 0.5; CHCl;-AcOEt-Me,CO, 8:1:1) se purificé mediante cromatografia en
capa fina para proporcionar 70.52 mg de un producto solido cristalino e incoloro; pf 73-
75°% {a}p -21.2° (¢ = 0.2, MeOH); RMN 'H (300 MHz, C,D;sN, TMS): § 5.72 (1H, dd, J
= 9.0, 9.0 Hz, Glc-3), 5.67 (1H, dd, J = 1.5, 3.0 Hz, Ram-2), 5.62 (1H, dd, J = 9.8, 9.8
Hz, Ram-4), 5.58 (1H, d, J =1.0 Hz, Ram'-1), 5.52 (1H, d, J = 1.0 Hz, Ram-1), 5.51 (1H,
d, J = 1.8 Hz, Glc-1), 4.68 (2H, m, Ram-3, Fuc-3), 4.55 (2H, m, Fuc-1, Ram-5), 4.40-
4.55 (2H, m, Ram™-2,-3), 4.35 (1H, dd, J = 9.0, 9.0 Hz, Fuc-2), 4.08-4,15 (4H, m, Fuc-4,
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‘ de’ 98 98Hz,Ram-‘~ =

66.97 (Glc-5), 62.84 (Glc-6) 197.9 ’(Ram-l) 73.12 (Ram-2), 76.75 (Ram-3), 7. 58
(Ram-4), 68.25 (Ram-5), 101.49 (Ram*-1), 77.35 (Ram'-2), 80.27 (Ram'-3), 75.21 (Ram'-
4), 69.50 (Ram'~5), 82.35 (Jla-11).

3.9.4. HIDROLISIS ACIDA DE LA TRICOLORINA A: ANALISIS DE
CARBOHIDRATOS.

3.9.4.1 ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Una solucion de la tricolorina A (90 mg) en HCI 2N (10 mli) se calentd a reflujo
(90 °C) durante 2 hrs. La mezcla de reaccion se diluyd con agua destilada (5 ml) y se
extrajo con Et,O (2 x 10 ml). La fase acuosa se neutralizo con KOH al 10% y se extrajo
con n-BuOH (2 x 10 ml). La fase organica resultante se lavd con agua destilada y se
evaporo mediante destilacion al alto vacio. Este procedimiento proporciond 42 mg de una
mezcla de mososacaridos, la cual se analizd mediante cromatografia en capa fina
utilizando cromatoplacas de gel de silice 60 F,5, (10 x 10 cm, Merck) y, como sistema de
elucién, la mezcla ternaria de CHCI;-MeOH-H,0 (6:4:1). Este analisis permitio detectar
tres bandas con R,0.24 (glucosa), 0.45 (fucosa) y 0.51 (ramnosa).

De manera alternativa, se utilizaron placas de gel de silice impregnadas con una

solucion acuosa de H;BO, 0.036 N (Ghebregzabher et al., 1976) y el sistema de elucion
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antes mencionado. Se utilizaron muestras auténticas (Sigma) de 6-deoxi-B-D-glucosa
(quinovosa, R, 0.51), o-L-ramnosa (R, 0.48), a-D-fucosa (R, 0.44) y B-D-glucosa (R,
0.29) como referencias de elucién. Los monosacaridos detectados en la hidrdlisis acida de

la tricolorina A correspondieron a los R, 0.29, 0.44 y 0.48.

3.9.4.2 ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES.
3.9.4.2.1. CONDICIONES INSTRUMENTALES.

Los anilisis mediante cromatografia de gases (CG) se realizaron en un
cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas modelo Varian MAT 1128
(Varian MAT, Florham Park, NJ) mediante la inyeccién de 1 ul de cada una de las
muestras de prueba en una columna capilar DB-1 (100 % metilpolisiloxano, 30 m de
longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 pum de espesor de la pelicula; J & W
Scientific, Folsom, CA). La identificacion y la cuantificacion de los carbohidratos
presentes en la mezcla de hidroélisis de 1a tricolorina A se realiz6 mediante el analisis de sus
derivados sililados por cromatografia de gases-espectrometria de masas de acuerdo con
dos procedimientos alternativos para la sililacion (Seccion 3.9.4.2.2) descritos en la
literatura (Kakehi y Honda, 1989; Hussain et al., 1990). Se utilizé6 como gas acarreador al
helio a una presion manométrica de 0.6 Kg/cmz, con una velocidad lineal de 30 cm/sec y
con un flujo de 2 m/min. La temperatura del inyector se mantuvo a 220 °C, en tanto que
la temperatura de la columna fue isotérmica a 120 °C durante el primer minuto y,
posteriormente, se programé para alcanzar 280 °C con un calentamiento gradual de 4
°C/min,

Se utilizaron las siguientes condiciones instrumentales para el registro de los
espectros de masas: un voltaje de 70 eV para el impacto electronico, una corriente de
emisién de 0.25 mA y un voltaje de 1200 V para el multiplicador electronico. Cada uno de
los espectros se registrd con un barrido de 50 a 700 unidades de masa/carga (m/z) por

segundo.
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3.9.4.2.2 PROCEDIMIENTOS PARA LA SILILACION.
3.9.4.2.2.1 PROCEDIMIENTO GENERAL.

La sililacion de la mezcla de monosacaridos (1.5 mg) obtenida de la hidrolisis &cida
de la tricolorina A (Secci6n 3.9.4.1) se realiz6 mediante un tratamiento con 0.1 m! del
reactivo SIGMA SIL-A, una mezcla de trimetilclorosilano-hexametildisilazano-piridina
(1:3:9), a una temperatura de 70 °C durante 5 min (Hussain ef al., 1990). De manera
adicional, se prepararon los derivados O-sililados de muestras estandares (0.5 mg) de
ramnosa, fucosa, quinovosa y glucosa (Sigma) siguiendo el mismo procedimiento. Los
tiempos de retencion (R;) en la CG para estos derivados sililados correspondiéron a 14.80,

16.07, 17.60 y 24.15 min, respectivamente.

3.9.4.2.2.2 PROCEDIMIENTO PARA LA MERCAPTALACION-SILILACION.

Se adicionaron 30 ul de una mezcla de etanotiol y acido trifluoroacético (2:1) a la
mezcla de monosacaridos (1.5 mg) obtenida de la hidrolisis acida de la tricolorina A
(Seccién 3.9.4.1). La mezcla de reaccion se mantuvo a 25 °C durante 10 min y,
posteriormente, se adicionaron 300 pl del reactivo SIGMA SIL-A (Kakehi y Honda,
1989). Esta solucién se calenté a 50 °C durante 30 min. Transcurrido este tiempo, la
mezcla de reaccion se centrifugd a una velocidad de 3000 rpm durante 5 min para eliminar
los sobrenadantes sélidos y una alicuota de la solucion resultante (1 pl) se analizé
mediante CG-EM. Este anlisis utilizd los mismos procedimientos analiticos descritos para
la sililacién directa y permiti6 la identificacion y la cuantificacion de los picos
correspondientes a la ramnosa (R; 14.97 min), la fucosa (R; 16.67 min) y la glucosa (R,

21.87 min).

3.9.5 HIDROLIS DEL ACIDO TRICOLORICO.
Una solucion del acido tricolorico (100 mg) en la mezcla de 1,4-dioxano-H,O

(1:10) (5 ml) se traté6 con H,SO, al 10% (2 ml). La mezcla de reaccién se mantuvo a
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reflujo durante 2 hrs. Postenormente se dejo enfnar y se extrajo con Et,zO (3 x 2.5 ml).

La fase organica se lavo con HzO se seco con Na1804 y se concentro a sequedad El
resxduo solido se purificd medlante CCF (CHCI,—MeOH 4:1) para proporclonar 20 5 mgi
de la aglicona (R0.62): pf 60 63 {a}D +0.7° (c = 0.9, CHCI,). Este producto se metllo

con un exceso de CH,N, y medlante una recristalizacion con EtZO se obtuvneron 19 8 mg

157 (10), 143 (30), 101 (56), 95 (38), 87 (87) 83 (74) 81 (40)‘ 74 (32), 69 ©2), 67 {5s),
59 (36), 57 (30), 55 (100), 43 (40), 41 (50).

Por otra parte, la fase acuosa se neutralizd con KOH al 10 % y se concentré
mediante una destilacién al alto vacio hasta alcanzar un volumen de 0.5 ml. Esta solucion
se diluy6 con 1 ml de MeOH vy se adiciond a una columna de sefadex LH-20. La elucion
se realizé con 19 m! de MeOH. Este procedimiento facilitod la eliminacion de las sales y
permitié la obtencidn de 47.3 mg de una mezcla de monosacaridos, la cual se analizo

siguiendo los procedimientos descritos anteriormente (Seccion 3.9.4).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO DE
Ipomoea tricolor Y EVALUACION DEL POTENCIAL ALELOPATICO DE LA
TRICOLORINA A.

El potencial alelopatico de fpomoea tricolor se evalué en un estudio preliminar
(Anaya et al., 1990) y los resultados de esta investigacion demostraron la aplicacion
potencial de este cultivo de cobertura como un herbicida natural para el control de las
plantas nocivas en los agroecosistemas tradicionales de nuestro pais (Anaya ez al., 1987a;
1987b).

El objetivo de la presente investigacion se concentrd en el aislamiento del
constituyente activo mayoritario y en la determinacion de su toxicidad relativa como un
agente alelopatico. El aspecto mas importante en la presente investigacion consistio en el
empleo de los bioensayos de germinacion de semillas y de crecimiento radicular para
detectar el potencial de la actividad inhibidora del crecimiento vegetal (Anaya et al.,
1987a; 1990) de los extractos preparados a partir de las partes aéreas de /. tricolor. Al
mismo tiempo, estos ensayos permitieron realizar el monitoreo de la actividad biologica a
lo largo de todo el estudio fitoquimico.

De esta manera, la evaluacion del potencial alelopatico del crudo alcaloideo y de
los extractos organicos totales (hexano, CHCl; y MeOH) de esta especie permitio detectar
que la actividad inhibidora del crecimiento vegetal se concentraba en el extracto
cloroférmico. El cuadro S incluye el efecto de los extractos de /. tricolor sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de 4. lencocarpus y E. crus-galli. El extracto
activo se sometié a una separacion cromatografica en columna de gel de silice y, durante
el desarrollo del proceso de fraccionamiento, todos los eluatos resultantes se ensayaron
para evaluar su potencial alelopatico (ver Experimental: seccion 3.6). La figura 17 ilustra

los porcentajes de inhibicion del crecimiento radicular de 4. lewcocarpus y E. crus-galli
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provocados por las fracciones (I-IX) obtenidas durante el fraccionamiento del extracto

cloroférmico de /. tricolor.

Cuadro 5. Efectos de los extractos, las resinas glicosidicas y la tricolorina A obtenidos a
partir de /pomoea tricolor sobre el crecimiento radicular de Amaranthus leucocarpus y

Echinochloa crus-galli.

Muestra® Crecimiento radicular® Inhibicién del crecimiento (%)°
Amaranthus Echinochloa Amaranthus Echinochloa
Contro! 6.4+0.25 1134098
Crudo alcaloideo 53+1.90 9.1+1.50 17.2¢ 19.5°
Control 128+0.41 . 228+0.89
Extracto hexanico 11.7 £0.85 226+144 8.6 0.9
Control : 7.9+£1.08 134+£183 " 4
Extracto MeOH 55+1.71 .90+280 - 304 32.8
Control 82+0.71 9.5+131 )
Extract CHCl, 424125 3.5+0.17. 48.8¢ 63.2
Control 14.04+0.78 243 +740 .
Resinas glicosidicas 6.8 + 1.01 6.7+0.52 51.4¢ 72.4
Control 104+ 1.16 17.0 £ 1.04 )
Tricolorina A 3.3£0.12 3.6%0.12 68.3° 78.8

*Concentracién de prueba: 100 pg/ml.

®Cada valor representa el promedio de 4 réplicas (+ D.E.): 20 plantulas cada una.
‘Porcentajes expresados en relacién al crecimiento del control negativo.

P < 0.05 (ANOVA).
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La actividad inhibidora del crecxmlento vegetal se concentro en el crudo de las

resinas . glicosidicas, el cual se recromatograf o' pé

r la punf cacion del

constituyente mayoritario bioactivo. El cuadro 5 ‘también”incluye:la actmdad mhxbldora

del crecimiento vegetal de la mezcla de resinas glxcosndlcas de la | tncolonna A, con este

nombre se designd al constituyente bioactivo alslado en forma ra de la mezcla compleja

de glicolipidos responsable de la actividad alelopatlca de Itricolor.
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Figura 17, Porcentajes de inhibicion de las fracciones I-IX sobre el crecimiento radicular
de Amaranthus leucocarpus (Al) y Echinochloa crus-galli (Ec). La concentracion de
prueba de cada una de las fracciones fue de 100 pg/ml. Se utiliz6 el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (100 pg/mi) como un control positivo (C). Cada valor representa el

promedio de 4 réplicas: 20 plantulas cada una. Los procedimientos del bioensayo se
describen en la Parte Experimental (Seccion 3.5).
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Se estudi6 con detalle el potencial inhibidor del crecimiento vegetal de la
tricolorina A (Ver Experimental: seccion 3.8.1) y en la figura 18 se ilustran los resultados
de los bioensayos de la germinacion de semillas en las dos especies de prueba, A.
leucocarpus y E. crus-galli. El anilisis de regresién lineal permitié calcular un valor de la
concentracion inhibidora media (Clj,) para la tricolorina A de 36.9 ng/ml (36.1 pM) sobre
la germinacion de semillas de E. crus-galli. La germinacion de A. leucocarpus resulto
menos sensible a la tricolorina A con un valor para la Cl,, de 152.7 pg/ml (149.4 uM). La
tricolorina A inhibe totalmente la germinacion de las semillas de E. crusgalli a una
concentracion de 200 pg/ml. En tanto que la germinacion de 4. leucocarpus se inhibe en

un 75% a una concentracion aproximada de 560 pg/ml.
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Figura 18. Bioensayo de la germinacion de semillas de Amaranthus leucocarpus (®) y
Echinochloa crus-galli (O) tratadas con diferentes concentraciones de la tricolorina A.
Cada valor representa el promedio de 4 réplicas: 20 plantulas cada una. Los
procedimientos del bioensayo se describen en la Parte Experimental (Seccién 3.8.1).
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El cuadro 6 presenta los resultados d

crecimiento radicular de E. crus-galliy A. le
dos especies de prueba se inhibid totalments
de la tricolorina A. La longitud radicular de
de 30 pg/mlA (29.35 uM) de la tricolorina

control negativo (ver Parte Experimental: se

Cuadro 6. Efecto de la tricolorina A so

leucocarpus y Echinochloa crus-galli.

el efecto inhibiaor de la tricolorina A sobre el
tcocarpus. La elongacion de la radicula en las
: en las concentraciones superiores a 200 uM
las semillas germinadas en una concentracion
A correspondio a la mitad registrada para el

ccion 3.5).

bre el crecimiento radicular de Amaranthus

Dosis" Crecimiento Radicular (mm)° Inhibicién (%6)°
Amaranthus Echinodhloa Amaranthus Echinochloa

0 10.4+1.2 17.04/1.0 0 0

1 14.1£0.9 18.2+0.7 8.6 7.0

5 8.7+1.4 17.8 50.9 16.4° -4.0
10 7.7+0.5 82404 27.4% 51.2%

30 6.1+0.4 6.240.6 41.3¢ 63.5°

50 3.7+0.2 5040.8 64.4° 70.5°

100 3.3%0.1 36403 68.3¢ 79.0°

200 2.6+0.1 0 75.0° 100

*Concentracién de prueba (ug/mi).

®Cada valor representa el promedio de 4 réplicas (+ D.E.): 20 plantulas cada una.
‘Porcentajes expresados en relacion al crecimiento del control negativo.

p < 0.05 (ANOVA).

La figura 19 presenta las curvas
sobre el crecimiento radicular de E. crus

calculado mediante analisis de probit pa

oncentracion-respuesta para la tricolorina A

tgaili y A. leucocarpus. El valor de la Clg,

a el crecimiento radicular de E. crus-galli
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correspondié a 12.6 pg/ml (123 uM), con un 95% de confianza en el intervalo
correspondiente a las concentraciones 7.8-17.4. ug/ml. Para el crecimiento radicular de 4.
lencocarpus, el valor de la Clg, resulté de 37.0 pg/ml (36.2 uM), con un intervalo de

confianza (95%) en las concentraciones de 29.3-46.8 pg/mi.
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Figura 19. Efecto de la tricolorina A sobre el crecimiento radicular de Amaranthus
leucocarpus (@) y Echinochloa crus-galli (Q). La inhibicion del crecimiento radicular
inducida en las dos especies de prueba por ¢! 2,4-D (W), fitorregulador utilizado como un
control positivo, fue similar en los bioensayos realizados en las concentraciones de prueba
superiores a 1 pg/ml. La barra representa la desviacion estandard maxima (ver Parte
Experimental: seccion 3.8.1).

Es importante reconocer que las concentraciones de prueba para la tricolorina A
que provocaron un efecto inhibidor sobre el crecimiento radicular fueron sumamente bajas

en comparacion con las descritas en la literatura para diferentes agentes alelopaticos que
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han sido evaluados en disefios experimentales similares a los descritos en la presente
investigacion. La inhibicién del crecimiento radicular inducida por la tricolorina A para £.
crus-galli en la concentracion de 10 uM corresponde a uno o dos érdenes de magnitud
inferiores a las concentraciones requeridas para provocar este efecto por la mayoria de los
productos de origen vegetal cuya actividad alelopdtica se ha demostrado, la cual
corresponde al intervalo de las concentraciones de 100 a 1000 uM (Einhellig, 1986, 1989,
Scholes, 1987; Haar, 1990). La inhibicion del crecimiento radicular inducida por la
tricolorina A en las concentraciones micromolares de prueba (10-50 uM) resulta aiin mas
sorprendente si se considera que este glicolipido es practicamente insoluble en agua. Esta
marcada actividad alelopatica sélo es comparable con la fitotoxicidad observada para los
exudados radiculares de las especies de Sorghum, los cuales consisten principalmente de
una hidroquinona que se oxida rapidamente a la p-benzoquinona fitotoxica, denominada
sorgoleona (Fig. 20). Al parecer, el exudado original estimula la germinacion, en contraste
con la pronunciada actividad herbicida de sus quinonas derivadas (Einhellig y Souza,

1992).
O
OH A

CH;0

Figura 20. Estructuras de la sorgoleona (A) y su dihidroquinona (B), constituyentes
alelopaticos de los exudados radiculares de las especies de Sorghum.
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El alto rendimiento de las resinas glicosidicas (0.5% peso seco) y la presencia de la
tricolorina A como el constituyente mayoritario (0.4% peso seco) de éstas se asocian con
la notoria actividad alelopatica de [pomoea tricolor. Por lo tanto, se puede postular que
las resinas glicosidicas de las convolvuliceas son potentes inhibidores del crecimiento
vegetal y constituyen los principales agentes responsables de las interacciones alelopaticas
observadas en las especies de ponioea.

En relacion con los posibles efectos de los glicolipidos de las convolvulaceas sobre
la fisiologia vegetal s6lo se pueden establecer meras especulaciones. Las resinas
glicosidicas probablemente interfieran con las funciones de las membranas vegetales, en
especial con los procesos de permeabilidad, mediante su posible actividad ionoforica. Se
demostré que esta actividad transportadora de iones estd asociada con la estructura
macrociclica de las resinas glicosidicas (Kitagawa et al., 1989). Sin embargo, a pesar de
desconocerse el mecanismo de accion de la tricolorina A resulta evidente que este

producto natural es un poderoso inhibidor del crecimiento vegetal.
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ESTA TESIS MO st
SAUR BE LA DIBLIIECE

4.2 ESTRUCTURA DELA TRICOLORINA A.

E! componente bioactivo mayoritario aislado de las partes aéreas de /ponioea
tricolor se denomin6 con el nombre de tricolorina A {1} y corresponde a la férmula
molecular de Cy4Hg0,,, la cual se establecié mediante anlisis elemental. El espectro de
masas FAB-negativo de este producto natural presenté un idn cuasimolecular de m/z 1021
{M - H}", el cual corroboré la formula molecular propuesta (Dell, 1987; Wolfender ez al.,
1992). Este metabolito secundario se aislé como un sélido incoloro y dpticamente activo
({a}p -30.32°). Su espectro de IR present6 absorciones asociadas con la presencia de los
grupos hidroxilo (v, 3420 cm™) y carbonilo (v, 1740 cm).

La saponificacion de la tricolorina A liber6 una fraccion soluble en un disolvente
organico junto con una segunda porcion recuperada de la fase acuosa. E! analisis de la
primera fraccion organica mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-
EM) proporciond un pico tnico con un tiempo de retencion de 3.57 min (Fig. 21).

El espectro de masas generado por esta fraccion permitio observar el ion molecular
en una m/z de 102, el cual correspondi6 a la formula CsH,,0,. Los fragmentos de nv/z 74
{M - 28)", pico base del espectro que corresponde a la ruptura multicéntrica de
McLafferty, m/z 57 {M - CO,H}" y m/z 45 {CO,H}" identificaron a este residuo como el
acido 2-metilbutanoico (Budzikiewicz ef al., 1964). En la figura 21 se compara el espectro
de masas generado mediante la secuencia instrumental CG-EM (Fig. 22A) para el
derivado volatil de la saponificacion de la tricolorina A con el espectro de referencia del
acido 2-metilbutanoico (Fig. 22b). La propiedad dextrorrotatoria ({at}p, + 17°) mostrada
por este derivado confirmé que pertenecia a la serie configuracional 2(S) (Noda ef al.,
1987).

Por otra parte, la porcion soluble en agua de la hidrolisis alcalina de la tricolorina
A proporcioné un residuo solido de naturaleza oligosacérida, el cual se denominé con el
nombre de acido tricolérico {2}. La hidrolisis acida de este derivado produjo un acido

graso saturado, como la porcion correspondiente a la aglicona, y una mezcla de
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monosacaridos. La caracterizacion de la aglicona se efectud mediante la preparacion de su
éster metilico cuyas constantes fisicas (p.f 40-43% {a}p + 1.0°) y propiedades
espectroscopicas, en especial la RMN-'H y la EM (ver Parte Experimental: seccion 3.9.5),
correspondieron con las descritas en la literatura para el 11-hidroxihexadecanoato de
metilo (Noda es al., 1987). De nueva cuenta, el signo positivo de la rotacion optica
permiti6 identificar la configuracién absoluta (S) para el centro quiral C-11 (Shibuya et
al., 1989). Esta evidencias permitieron comprobar que la aglicona presente en la
tricolorina A correspondia al &cido jalapinolico, acido 11S-hidroxihexadecanoico

(Wagner, 1973).

100 1

INTENSIDAD

9.0 5.0 10.0 13.0
TIEMPO (min)

Figura 21. Anilisis mediante cromatografia de gases de la fraccion recuperada a partir de
la fase organica durante la saponificacién de la tricolorina A. Condiciones instrumentales:
cofumna capilar, DB-5 (30 m, 0.25 mm D.I,, 0.25 pm); temperatura de la columna, 80—
280 °C a 10 °C/min; gas acarreador, helio (I ml/min). Asignacion de los picos: 1,
disolvente; 2, acido 2-metilbutanoico (Rt = 3.57 min).
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Figura 22. Espectro de masas por impacto electronico (70 eV) del icido 2-metitbutanoico
y que corresponde al pico con un tiempo de retencion de 3.57 min obtenido durante la
cromatografia de gases de la fraccion volatil liberada por la hidrolisis alcalina de la
tricolorina A (Fig. 21). El espectro superior (A) corresponde al generado por Ja secuencia
instrumental CG-EM a partir de ta muestra problema, El espectro inferior (B) corresponde
al generado por una muestra estandar.
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La identificacion y la cuantificacion de los carbohidratos individuales presentes en
las mezclas de hidrélisis acida de la tricolorina A y del acido tricolorico se realizd
mediante el analisis de sus derivados sililados (TMS-éteres) por CG (Kakehi y Honda,
1989) de acuerdo con los procedimientos descritos en la parte experimental (Seccion
3.9.4.2). La figura 23 muestra el cromatograma obtenido durante la separacion de los
TMS-derivados de la mezcla de hidroélisis de la tricolorina A. El analisis de la mezcla de
carbohidratos del acido tricolérico proporciond un cromatograma idéntico al obtenido
para la tricolorina A, tanto en el numero de sus componentes como en los

correspondientes tiempos de retencién (Rt).
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Figura 23. Separacion de los derivados sililados (TMS-éteres) de los monosacaridos
presentes en la mezcla de hidrélisis 4cida de la tricolorina A mediante cromatografia de
gases. Asignacion de los picos: 1, a-ramnosa; 2, a-fucosa; 3, -ramnosa; 4, B-fucosa; 5,
a-glucosa; 6, B-glucosa. Condiciones cromatograficas: columna capilar, DB-1 (30 m,
0.25 mm D.I, 0.25 um), temperatura de la columna, 120—280 °C a 4 °C/min; gas
acarreador, helio (30 cm/sec; 2 ml/min); tamafio de la muestra, 0.015 mg/pl.
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) T R £ e . N AT e T ST T e

Con el objeto de identificar a cada uno de los constituyentes individuales de esta
mezcla, se realizaron experimentos de coelucién con muestras estindares sililadas. La
figura 24 ilustra el cromatograma obtenido de la coelucién de la mezcla de monosacaridos
con el estandar de glucosa. En este experimento se observd un incremento en la intensidad
del pico con el Rt de 24.07 min y no se presento ninguna alteracion en el nimero de picos
que originalmente constituian el cromatograma de la mezcla. La coelucién de la fucosa y
la mezcla de hidrélisis provocé la exaltacion del pico con el Rt de 16.07 min y, de nueva

cuenta, no se observo ninguna alteracion en la complejidad del cromatograma (Fig. 25).
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Figura 24. Cromatograma de gases resultado de la coelucion de los monosacaridos
(TMS-éteres) presentes en la mezcla de hidrolisis de la tricolorina A con el estindar de
glucosa (TMS-éter). La identificacion de los picos y las condiciones instrumentales son
idénticas a las descritas en la Figura 23.
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La identificacion de la ramnosa se realizé en un experimento similar, el cual
permitio detectar a este monosacarido en la mezcla de hidrolisis a través de la coelucion
con la muestra estandar con un Rt de 14.83 min (Fig. 26). Por ultimo, el experimento de
coelucion con la quinovosa verificod la ausencia de este carbohidrato como un

constituyente de la porcién oligosacarida de la tricolorina A. El cromatograma generado

en esta ocasion presentd un pico adicional, a los seis originales de la mezcla, con un Rt de

17.69 min.
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Figura 25. Cromatograma de gases resuitado de la coelucion de los monosacaridos
(TMS-éteres) presentes en la mezcla de hidrélisis de la tricolorina A con el estindar de
fucosa (TMS-éter). La identificacion de los picos y las condiciones instrumentales son
idénticas a las descritas en la Figura 23.
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Figura 26. Cromatograma de gases resujtado de la coelucién de los monosacaridos
(TMS-éteres) presentes en la mezcla de hidrolisis de la tricolorina A con el estandar de
ramnosa (TMS-éter). La identificacion de los picos y las condiciones instrumentales son
idénticas a las descritas en la Figura 23.

Las condiciones experimentales utilizadas para la hidrolisis de la tricolorina A
favorecieron la anomerizacidén de los monosacéridos presentes en la mezcla de reaccion,
dado que las aldosas existen en un equilibrio dindmico entre las formas aciclica y las
piranosas epiméricas en solucidn acuosa (Pigman, 1957). Por esta razon, en los
cromatogramas de gases se observé una duplicacion de los picos para cada uno de los
carbohidratos presentes en la mezcla de hidrolisis, los cuales corresponden a las formas

isoméricas o y B de la piranosa en cuestion (Fig. 23). De tal suerte que la asignacion
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individual de las formas anoméricas para los derivados sililados de cada uno de los
monosacaridos presentes en la mezcla de hidrolisis de la tricolorina A necesitd de la
preparacion de estos dos isémeros a partir de las muestras estandares.

‘El tratamiento prolongado de la o-L-ramnosa con el agente sililante (70 °C; 30-45

_ min), previa equilibracion de Ia solucién de este carbohidrato en piridina (0.5 ml) durante
120 min (cf. Parte Experimental: seccion 3.9.4.2.2), produjo tres productos volatiles
mayoritarios (Kakehi y Honda, 1989), los cuales corresponden a los derivados sililados en
la forma aciclica (Rt 12.08 min) y a las dos piranosas anoméricas (Rt 14.88 min [a-
piranosa] y 16.59 min [f3-piranosa]). La sililacion directa de la o-D-fucosa bajo las
condiciones de reaccion antes descritas permititd la identificacion de tres derivados, los
cuales representaron a las formas isoméricas ciclicas de la a-piranosa (Rt 15.99 min) y de
la B-piranosa (Rt 16.67 min) y al derivado aciclico (Rt 13.44 min). Los tres derivados
sililados para la muestra estiandar de la $-D-glucosa se detectaron con los Rt de 20.39
(forma aciclica), 21.67 (a-pirancsa) y 23.11 min (B-piranosa).

Con el objetivo de cuantificar la proporcion relativa de cada una de las piranosas
presentes en la mezcla de hidrolisis de la tricolorina A, se decidi6 proceder con la
derivatizacion del grupo aldehido para evitar la posibilidad de anomerizacion y, por lo
tanto, conseguir la simplificacion del cromatograma de gases. La mercaptalacion de las
aldosas con una mezcla de etanotiol y acido trifluoroacético, seguido del procedimiento de
sililacion con TMCS-HMDS, proporciond de manera cuantitativa los dietilditioacetales
derivados de las aldosas trimetilsililadas (Kakehi y Honda, 1989). La figura 27 muestra el
cromatograma de gases generado por la mezcla de hidrolisis después del procedimiento de
mercaptalacion-sililacion, Este analisis permitio la identificacién y la cuantificacion de los
picos correspondientes a la ramnosa (Rt 14.97 min), constituyente presente en la
proporcion relativa de un 50 %, la fucosa (Rt 16.67 min), carbohidrato que representd un

cuarto de la mezcla total, y la glucosa (Rt 21.87 min) que constituia el 25 % restante.
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Figura 27. Separacion de los dietilditioacetales derivados de las aldosas trimetilsililadas
presentes en la mezcla de hidrolisis acida de la tricolorina A mediante cromatografia de
gases. Asignacion de los picos: 1, ramnosa; 2, fucosa; 3, glucosa. Condiciones
cromatograficas: columna capilar, DB-1 (30 m, 0.25 mm D.I, 0.25 pm); temperatura de
la columna, 120~5280 °C a 4 °C/min; gas acarreador, helio (30 cm/sec; 2 mY/min); tamafio
de la muestra, 0.05 mg/ul.

El espectro de masas FAB-negativo del dcido tricolorico (Fig. 28) confirmo que su
estructura correspondia a un tetrasacarido lineal del acido jalapinolico constituido por una
mo! de una hexosa y tres moles de metilpentosas (Dell, 1987), mediante el ion
cuasimolecular {M - H} de m/z 871 y los fragmentos de m/z 725 {M - H - 146 (unidad de
metilpentosa)}”, 579 {725 - 146 (unidad de metilpentosa)}”, 417 {579 - 162 (unidad de
hexosa)}”y 271 {417 - 146 (unidad de metilpentosa); acido jalapinolico -H}".
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Figura 28, Espectro de masas FAB-negativo del acido tricolérico.

En el espectro de masa FAB-negativo de la tricolorina A (Fig. 29), ademas de los
picos correspondientes a los fragmentos de m/z 271 y 471 presentes también en el acido
tricolorico, se observo un fragmento de m/z 561 en lugar del pico de m/z 579 detectado en
su derivado de hidrolisis alcalina (Fig. 28). La diferencia observada de 18 unidades de
masa (- H,0) indicd que el grupo carboxilo de la aglicona en el acido tricolérico se
encontraba esterificando a uno de los grupos hidroxilos de la unidad de hexosa para
establecer un éster macrociclico en la tricolorina A. Esta propuesta se fundamento, de
manera alternativa, por la intensa absorcion en 1740 cm™ detectada en el espectro de
infrarrojo del producto natural y, especialmente, por las dos sefiales miiitiples generadas en
el espectro de RMN-'H de ta tricolorina A por los protones no equivalentes del grupo
metileno en C-2 de la aglicona, las cuales se observaron centradas en § 2.48 y 3.02 (ver

Cuadro 6). Esta sefiales se colapsaron y generaron un triplete centrado en 8 2.52 (J = 7
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Hz) en el espectro del acido tricolérico (ver Cuadro 7), debido a su equivalencia
magnética en este derivado aciclico. Estas evidencias espectroscopicas indicaron que la
estructura general del constituyente bioactivo de [pomoea tricolor, la tricolorina A,
correspondia a una resina glicosidica similar a las previamente aisladas a partir de otras

especies de este género (Noda ez al., 1990; Ono et al., 1991, inter alia).
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Figura 29. Espectro de masas FAB-negativo de la tricolorina A.

La comparacién de los espectros de masa (FAB-negativo) de la tricolorina A (Fig.
29) y su derivado de saponificacion, el 4cido tricolorico (Fig. 28), también permitid
establecer que dos residuos del acido 2S-metilbutirico se encontraban esterificando la
tercera unidad de carbohidrato presente en el nicleo oligosacarido mediante el fragmento
de m/z 875 {M - H - 146 (unidad de metil pentosa)}” detectado en el producto natural.
Las sefiales para estos residuos se identificaron facilmente en el espectro de RMN-'H

(Cuadro 7) mediante la resonancia para el grupo metino de la posicion C-2 de estos
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ésteres, el cual apareci6 en forma de un sexteto centrado en 8 2.39 y 2.33 para cada una
de las unidades. '

Las resonancias de los protones anoméricos de las dos unidades de ramnosa se
observaron en forma de sefiales dobles (J = | Hz) centradas en & 5.58 (Ram-1) y 5.54
(Ram'-1) en el espectro de RMN-'H (Fig. 30A). De la misma manera, el hidrogeno
anomeérico de la fucosa se asigno a la sefial doble centrada en & 4.68 (J = 7.8 Hz). La sefial
para la resonancia del proton anomérico de la glucosa se asignd al doblete centrado en §
5.81 (J = 7.2 Hz), el cual se encontraba colapsado con el multiplete que integro para tres
protones ubicado en el intervalo de § 5.79-5.88. Por lo tanto, las dos sefiales adicionales
con este desplazamiento paramagnético deberian corresponder a {os protones geminales a
dos de las tres funciones acilantes detectadas en la tricolorina A y, asi, el triplete centrado

en 5.74 (J = 9.9 Hz) representaria la sefial para el tercer proton base a una de las funciones

acilo. 2
O
1
1
]

-—-Fuc-1

A

i
1
1
4
2]
e en

o o (Yo 0
Y
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»

Gle-3

4.0 ! T 3.‘5??“
Figura 30. Espectro de RMN-'H (300 MHz, C;D,N, TMS) de a region de campo bajo (8

3.5-6.5) correspondiente a las sefiales del nicleo oligosacarido de la tricolorina A (figura
superior, A) y del acido tricoldrico (figura inferior, B).
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Cuadro 7. Desplazamientos quimicos en la RMN-'H de la tricolorina A (1) y del acido

tricolérico (2)".

Unidad Compuesto
1 2
Fucosa-1 4.68 d (7.8) 4.85d (7.4)
2 /4,78 dd (7.8, 8.0) 4.59 dd (7.4, 9.0)
3 - 4.26-4.28 mb 4.45 dd (3.4, 9.0)
4. 4.06d(3.2) 3.92d (3.4)
5 3.84-3.86 m® 3.80 ¢ (6.5)
6" 1.60 d (6.0) 1.48 d (6.5)
Glucosa-1- 5.81d(7.2) 5.65 d (7.6)
2 4.15dd (7.2, 8.0)¢ 4.30 dd (7.5, 9.0)
3 5.85¢ 4,19 dd (9.0)&
4 4.38 dd (9.3)¢ 4.09 dd (9.0)8
5 3.50dt(1.9,9.3) 3.66 ddd (2.7, 5.0, 9.0)
6 3.93 dd (1.9, 11.0) 4,23 dd (5.0, 12.0)
4.164 4.33 dd (2.7, 12.0)
Ramnosa-1 5.58d(1.1) 6.41d(1.3)
2 5.85¢ 5.03 dd (1.3,2.9)
3 4.81dd (3.0,9.9) 4.94dd (2.9, 9.4)
4 5.74 dd (9.9)8 4.52 dd (9.4)8
5 4,98 dc (6.0, 9.9) 5.16 dc (6.0, 9.4)
6 1.68 d (6.0) 1.85d(6.0)
Ramnosa'-1 5.54d (1.0) 6.07d (1.0)
2 4.55 dd (1.0,3.0) 4,784
3 4.44 dd (3.0, 10.0) 4.67 dd (3.4, 9.2)
4 4.26-4.28 mb 4,29 dd (9.2)8
5 4,26-4.28 mb 4.7
6 1.72d (6.0) 1.55d(6.2)
Aglicona -2 2.48 ddd (3.0, 10.0, 16. 0) 2.52t(7.0)
3.02 ddd (3.0, 8.0, 16.0)
il 3.84-3.86 m* 3.94m
16 0.871(7.0) 0.84 t(7.0)
amb-2 225245 mf -
2-Me 1.22d(7.0) -
3-Me 0.951(7.0) -
amb'-2 2.25-245mf -
2.Me 1.15 d (7.0) -
3-Me 0.851(7.0)

3300 MHz, C,D;N, TMS. Constantes de acoplamiento (Hz) en parentes:s

bhSefiales sobrepuestas.
“Triplete aproximado.
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El espectro de RMN-'H del égidéitrivcolérico (Cuadro 7) permitié identificar las
sefiales anoméricas de la unidad tetraséééi‘_ida: ;el doblete para el protén anomérico de la
unidad de glucosa en 8 5.66 (J = 7.4 Hz), la sefial doble centrada en & 4.85 para el protéon
anomérico de la fucosa y las seiiales anoméricas de las dos unidades de ramnosa en 5 6.41
y 6.07 en forma de singuletes anchos (Fig. 30B).

El espectro de RMN-'H del niicleo oligosacarido de la tricolorina A (Cuadro 7) se
asigné mediante el empleo de las correlaciones bidimensionales homonucleares 'H-'H.
Para tal efecto, se registaron los espectros de RMN-2D utilizando las secuencias de pulsos
DQF-COSY (Fig. 31), "Double-Quantum-Filtered COSY" (Bax er al., 1986) y HOHAHA
(Fig. 32), "Homonuclear Hartmann-Hahn" (Davis y Bax, 1985).

La figura 33 iustra los cuadros de conectividad establecidos por las resonancias
del nicleo de ramnosa interno. El proton anomérico de esta unidad sacarida (8 5.58)
presento una interaccién (J = 1.1 Hz) con la sefial multiple centrada en 8 5.85 y, por lo
tanto, permitié asignar la resonancia para la sefial H-2. El desplazamiento quimico de esta
sefial indic6.la esterificacion de esta posicion por una de las dos unidades del acido
metilbutirico. Esta resonancia a su vez correlacion6 con el doblete de dobletes centrado en
S 4.81 (J = 3.0, 9.9 Hz) y que correspondia a la resonancia de la posicion H-3, el cual
establecia una interaccion adicional con el triplete centrado en § 5.74 (J = 9.9 Hz). El
desplazamiento paramagnético de esta (ltima sefial confirmé la segunda posicion de
esterificacion para el residuo adicional del acido metilbutirico. El cuadro de conectividad
adicional que estableci6 H-4 permitié asignar la sefial para H-5 en & 4.98. Esta ditima
seifial en forma de un doblete de cuartetos (J = 6.0, 9.9 Hz) debido a la interaccién con el
metilo de la posicion C-6 (5 1.68) de esta metiipentosa (Fig. 31).

E! proton anomérico de la glucosa (5 5.81) establecié un cuadro de conectividad
con el doblete de dobletes en § 4.15 (J = 7.2, 8.0 Hz), el cual interacciond de nueva cuenta
con las sefiales colapsadas en  5.79-5.88. Asi, se logro la asignacion de las resonancias

para los protones H-2 y H-3 (3 5.85) de la glucosa.

93



S W
.

.o
R
.
(]
-
»n
-«

0.5 T T L p T T T T T T T
) 5.5 5.0 4.5 4,0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 4.0 0.5

Figura 31. Espectro de RMN-'H bidimensional homonuclear con filtro de doble
coherencia cuantica (DQF-COSY) del acetdnido derivado de la tricolorina A. El espectro
se registro a una temperatura de 25 °C con 70 mg de muestra disueltos en 0.3 ml de
piridina-ds. Se utilizo una frecuencia de 360 MHz con una amplitud espectral de 5319.15
Hz y 512 incrementos con 16 oscilaciones transitorias por cada valor de #,. A lo largo del
eje superior se muestra la resonancia convencional (1D).
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Figura 32. Espectro de RMN-'H bidimensional homonuclear HOHAHA de la tricolorina
A. El espectro se registrd a una temperatura de 25 °C con 70 mg de muestra disueltos en
0.3 ml de piridina-ds. Se utilizd una frecuencia de 500.12 MHz, con una amplitud en la
ventana espectral de 4000.0 Hz y 512 incrementos con 32 oscilaciones transitorias por
cada valor de ¢,. A lo largo del eje superior se muestra la resonancia convencional (1D).
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Figura 33. Ampliacion del espectro de RMN bidimensional homonuclear DQF-COSY de
la region de campo bajo (5 3.2-5.9) correspondiente a las sefiales del nicleo oligosacarido
de la tricolorina A. Las condiciones instrumentales para el registro del espectro se
describen en la Figura 30. Principales correlaciones 'H-'H (*]): 1, Ram H;-H,; 2, Ram H,-
H,; 3, Ram Hy-H,; 4, Ram H-Hy; 5, Gle H-H,; 6, Gle Hy-Hj; 7, Glc H;-H,; 8, Glc Hy-
H;y; 9, Fuc H;-H;.
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El desplazamiento paramagnético observado para H-3 de esta aldohexosa
confirmd la posicion de lactonizacion para el establecimiento del éster macrociclico con el
grupo carboxilo de la aglicona. La interaccion adicional observada para H-3 con el doblete
de dobletes centrado en & 4.38 (J = 9.3 Hz) permitio asignar la resonancia para la posicién
H-4 de la glucosa. Esta titima, al mismo tiempo, establecia un cuadro de conectividad con
el doblete de tripletes centrado en 8 3.50 (J = 1.9, 9.3 Hz), el cual se asigno a la senal para
H-5 de la hexosa.

La figura 33 también muestra los cuadros de conectividad establecidos por las
resonancias de las dos metilpentosas restantes, Para la resonancia del proton anomeérico de
la fucosa (5 4.68) se observo una clara interaccion con el doblete de dobletes centrado en
6 4.78 (H-2, J = 7.8, 8.0 Hz), el cual establecio un segundo cuadro de conectividad con la
seiial multiple centrada en & 4.26-4.28 (3H) y, de esta manera, se asigno el desplazamiento
quimico para la resonancia H-3. Las conectividades observadas para las resonancias
centradas en § 5.54 (H-1"), 4.55 (H-2') y 4.44 (H-3') permitieron identificar las sefiales
para la segunda unidad de ramnosa presente en el nicleo tetrasacarido de la tricolorina A.
La figura 34 ilustra el espectro de RMN-'H (500 MHz) de la tricolorina A en la regién
comprendida entre 8 4.60-5.90, el cual mostro una buena resolucion para las sefiales del
proton anomeérico de la glucosa (6 5.77), del hidrogeno H-2 de la unidad interna de
ramnosa (6 5.81) y del hidrogeno H-3 (8 5.84) en la hexosa.

Las resonancias para los hidrogenos de las posiciones H-5 de la fucosa y de la
segunda unidad de ramnosa se identificaron mediante las conectividades observadas con
los grupos metilo que sustituyen el nicleo C-5 de estas pentosas (Fig. 31). Por qltimo, la
sefial doble centrada en & 4.06 (J = 3.2 Hz) se asigno a la resonancia para el hidrogeno H-
4 de la fucosa ya que la multiplicidad que deberia observarse para el proton equivalente en
el nacleo de la ramnosa restante corresponderia a un doblete de dobletes con una
constante de acoplamiento de aproximadamente 9-10 Hz (Noda et al., 1987). Por lo tanto,

esta ultima se encontraba colapsada en el multiplete centrado en 8 4.26-4.28.
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Las asignaciones para la resonancia proténica del derivado de saponificacién de la
tricolorina A, el acido tricolorico (Cuadro 7), se realizaron mediante el empleo de la
correlacion homonuclear bidimensional. La figura 35 presenta la region de campo bajo del
espectro comprendida entre § 3.5-5.3 que resultd del empleo de la secuencia de pulsos
DQ-COSY e ilustra las principales conectividades para las resonancias del nucleo
tetrasacrido de este producto. Los efectos diamagnéticos observados en la RMN-'H para
las sefiales de Glu-3 (AS -1.66), Ram-2 (A8 -0.82) y Ram-4 (A8 -1.22) del acido
tricolorico, cuando se compararon con las correspondientes sefiales de la tricolorina A
(Fig. 30), verificaron las posiciones de la acilacion en el nicleo tetrasacarido. Los valores
de los desplazamientos quimicos de la RMN-">C para la tricolorina A y el 4cido tricolérico
(Cuadro 8) se asignaron mediante el empleo de las correlaciones heteronucleares 'H-"C
(Edwards y Bax, 1986). Los espectros HETCOR generados por el producto natural y su
derivado de saponificacion se muestran en las figuras 36 y 37, respectivarnente. La RMN-
BC del acido tricolorico evidencié los efectos paramagnéticos provocados por la
glicosilacién de los nucleos C-2 de la fucosa (AS 6.3), C-2 de la glucosa (A 3.6) y C-3 de
la ramnosa interna (A8 8.0), al compararlos con los desplazamientos quimicos de sus

correspondientes metilpirandsidos (Bock et al., 1984; Seo et al., 1978).

Figura 34, Espectro de RMN-'H (500 MHz, C;D,N, TMS) de la regién de campo bajo (5
4.60-5.85) correspondiente a las sefiales del nicleo oligosacarido de la tricolorina A [glc =
glucosa; ram = ramnosa; fuc = fucosa}.
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Figura 35. Ampliacion del espectro de RMN bidimensional homonuclear DQF-COSY de
la region de campo bajo (8 3.5-5.3) correspondiente a las sefiales del micleo oligosacarido
de! 4cido tricoldrico. El espectro se registrd a una temperatura de 25 °C con 80 mg de
muestra disueftos en 0.3 ml de piridina-d;. Se utiliz6 una frecuencia de 299.944 MHz, con
una amplitud en la ventana espectral de 3148.6 Hz y 256 incrementos con 16 oscilaciones
transitorias por cada valor de ¢,. Principales correlaciones 'H-'H (*J): 1, Ram H;-H,; 2,
Ram H,-Hg; 3, Fuc H|-H,; 4, Fuc H,-H;; 5, Fuc Hy-Hg; 6, Ram’' H,-H,; 7 Ram' H,-H,; 8,
Ram H,-H;; 9, Glc H-Hq.
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Cuadro 8. Desplazamientos qunmxcos en Ia RMN lJC (75. 4 MHz C, sN TMS) de la

tricolorina A (1) y del acido tncolonco (2)

Unidad : :
‘o-L-Ram’
Fuc-1 R T
2
3
4
5
6 - : .
Gle-1 105.4
2 74.8
3 78:1
4 71.4
5 78.1
6 62.5
Ram-1 102.4
2 71.9
3 72.5
4 73.6.
5 69.4
6 184
Ram'-1.
2
3
4
5
.6
Aglicona-1
2
11
16
amb-1
2
3
4
2-Me
amb'-1
2
3
4
2-Me
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Figura 36. Espectro de correlacion bidimensional heteronuclear *C-'H (HETCOR) de la
porcidn oligosacarida de la tricolorina A. El espectro se registrd a una temperatura de 25
°C con 70 mg de muestra disueltos en 0.3 ml de piridina-d,. Se utilizé una frecuencia de
75.429 MHz para el niicleo de 1>C, con una amplitud en la ventana espectral F, de 3592.0
Hz ('H) y de 16501.7 Hz en la dimension F, (**C), con 256 incrementos y 96 repeticiones.
Cada experimento utilizé un intervalo de relajacion de 3 s y 3.45 ms (1/2 Jg,) y con un
tiempo de adquisicion de 31 ms. El espectro es el resultado de 7 h de acumulacién de
pulsos. El espectro de *C mostrado a lo largo del eje horizontal se registro en 18 min.
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Figura 37. Espectro de correlacion bidimensional heteronuclear *C-'H (HETCOR) de la
porcién oligosacarida del 4cido tricolorico. Las condiciones instrumentales para el registro
del espectro se describen en la Figura 36.
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Estas observaciones permitieron ubicar a la fiucosa como la primera unidad de
aldopentosa del nucleo oligosacirido de la tricolorina A. Al mismo tiempo, los
desplazamientos paramagnéticos observados en una de las unidades de ramnosa;
permitieron establecer la tercera unidad de carbohidrato presente en el nicleo
oligosacarido del producto natural.

Los experimentos de intensificacion nuclear selectiva mediante transferencia de
polarizacion, "SINEPT" (Bax, 1984; Cordell y Kinghorn, 1991), realizados en la
tricolorina A confirmaron la secuencia de la sustitucion en el niicleo tetrasacirido de este
producto natural (Fig. 38). De esta manera, la irradiacion del proton anomérico H-1 de la
fucosa en & 4.68 (*Joy = 6 Hz) provocd la exaltacion selectiva del carbono C-11 (5 80.76)
de la aglicona (Fig. 38B). La irradiacion (*Jo = 6 Hz) de la resonancia del hidrégeno H-2
(5 4.78) de la fucosa produjo una clara intensificacién del carbono anomérico C-1 (8
99.76) de la glucosa (Fig. 38C). Subsecuentemente, la transferencia de magnetizacion al
irradiar el proton anomérico H-1 de la unidad de ramnosa interna en & 5.58 (CJoy = 4 Hz)
resultd en una exaltacion del carbono C-2 (5 80.60) de la glucosa y de los nicleos
ubicados a tres ligaduras en esta metilpentosa, es decir, los carbonos C-3 (§ 75.84) y C-5
(5 67.23) de la ramnosa interna (Fig. 38D). Por ultimo, la irradiacion del proton H-3 de la
ramnosa interna centrado en & 4.81 (*J¢; = 6 Hz) indujo una transferencia de polarizacion
en el carbono anomérico C-1' (6 104.49) de la ramnosa terminal (Fig. 38E). Este
experimento también provoco la exaltacion de las resonancias de los carbonos C-1 (3
98.20) y C-4 (8 73.30) de la ramnosa interna, mediante los acoplamientos 'H-Catresy
dos enlaces, respectivamente.

El espectro de RMN heteronuclear registrado para la tricolorina A mediante la
secuencia de pulsos COLOC (Kessler et al, 1984a; 1984b) permitic detectar las
conectividades a tres enlaces 'H-'>C (Agrawal, 1992) y verificar, de nueva cuenta, la

secuencia de glicosilacién propuesta para el nicleo oligosacirido de este producto natural.
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Figura 38. Experimentos de intensificacion nuclear selectiva mediante transferencia de
polarizacién ("SINEPT") en la RMN-13C de la tricolorina A. Espectro totalmente
desacoplado (A); (B)-(G) experimentos "SINEPT" obtenidos mediante la irradiacion de
los protones centrados en § 4.68 (Fuc H-1), 4.78 (Fuc H-2), 5.58 (Ram H-1), 4.81 (Ram
H-3), 5.74 (Ram H-4) y 5.85 (Ram H-2 y Glu H-3), respectivamente. Los espectros se
registraron en un aparato Nicolet NT-360 operando a una frecuencia de 90.8 MHz con
100 mg de muestra disueltos en 0.3 ml de piridina-ds, una amplitud en la ventana espectral
de 10,000 Hz y una resolucion digital de 0.5 Hz. El tiempo minimo total de adquisicion
requerido para cada experimento fue de 5 h.
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La figura 39 muestra la expansxon del espectro' 'H- \”C CoLoC para la unidad

tetrasacanda de la mcolonna
observadas para Ios_carbono
nticleo C-1 (& 103.09)& a

anomérico C-1 (8“99.7'6)\de> on el proton H-2 (8 4.78) de la fucosa, el carbono

C-1(598.20) de la rér‘hno.‘sq ir;tér}ri'av °.°", el proton H-2 (5 4.15) de la glucosa y el carbono
anomérico C-1' (5 104.49) de la ramnosa terminal con el proton H-3 (5 4.81) de la
ramnosa interna. Por lo tanto, la estructura del acido tricolérico correspondia al 11-O-a-
L-ramnopiranosil-(1—53)-0-o-L-ramnopiranosil- (1 — 2) -O-B-D-glucopiranosil- (1 — 2)
-B-D-fucopirandsido del acido jalapindlico {2}.

La confirmacion del sitio de lactonizacion intramolecular con la aglicona en la
posicion C-3 de la glucosa y la localizacion inequivoca de las dos posiciones de
esterificacidn con los residuos del acido metilbutirico en las posiciones C-2 y C-4 de la
ramnosa interna se realizaron mediante los siguientes experimentos "SINEPT". La
transferencia de polarizacion que se produjo en la tricolorina A al irradiar el proton H-4 de
la ramnosa interna centrado en & 5.74 (JJCH = 4 Hz) provocd la exaltaciéon de la
resonancia en & 175.42 (Fig. 38F), la cual corresponde al grupo carbonilo de uno de los
ésteres. Por lo tanto, este resultado permitia concluir que uno de los acidos esterificaba al
grupo hidroxilo geminal a esta posicidén y corroboré las conclusiones que previamente se
emitieron como resultado de los anilisis mediante espectrometria de masas y resonancia
magnética nuclear unidimensional homonuclear (RMN-'H y C). La irradiacion del
protén H-3 de la glucosa en 8 5.85 (I, = 4 Hz), la cual se encontraba sobrepuesta con
la sefial H-2 de la ramnosa en el producto natural, provocé la polarizacion de los dos
grupos carbonilo restantes centrados en 8 175.46 y 172.03 (Fig. 38G). Por lo tanto, se
procedit a realizar estos experimentos de RMN con el acetonido preparado a partir de la

tricolorina A, designado como el derivado 3.
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Figura 39. Espectro de RMN bidimensional heteronuclear via acoplamientos a larga
distancia 'H-13C (COLOC) de la porcidn oligosacarida de la tricolorina A. Se utilizé una
frecuencia de 75.429 MHz para el nicleo de '?C, con una amplitud en la ventana espectral
F, de 3275.5 Hz ("H) y de 14771.1 Hz en la dimensién F, (**C), con 256 incrementos y
128 repeticiones. Cada experimento utilizo un intervalo de relajacion de 1.5 y 3.4 ms (1/2
Yew) ¥ conun tiempo de adquisicion de 50 ms (1/2°J ) . El espectro es el resultado de 10
h de acumulacién de pulsos a una temperatura de 25 °C con 70 mg de muestra disueltos
en 0.3 ml de piridina-d;. Se indican las conectividades (*J¢;) para los carbonos
anoméricos.
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El proton H-3 de la glucosa se observd claramente como un triplete centrado en §
5.72 en el espectro de RMN-'H del acetonido, el cual al irradiarse (3.1CH = 6 Hz) produjo
la exaltacion de la resonancia en & 172.07 correspondiente al grupo carbonilo de la
aglicona (Fig. 40B). De igual manera, la irradiacion individual de los protones H-2 (8
5.67) y H-4 (5 5.62) de la unidad de ramnosa interna utilizando un valor de 3JCH =3 Hz
didé como resultado la maxima exaltacion de los carbonilos de las dos unidades de acido
metilbutirico, cuyas resonancias correspondieron a las sefiales centradas en 8 175.65 (Fig.

40C) y 175.84 (Fig. 40D).

>
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Figura 40. Experimentos de intensificacion nuclear selectiva mediante transferencia de
polarizaciéon ("SINEPT") en la RMN-1*C del acetonido derivado de la tricolorina A.
Espectro totalmente desacoplado de la region correspondiente a las absorciones de los
grupos carbonilo (A); (B)-(D) experimentos "SINEPT" obtenidos mediante la irradiacion
de los protones centrados en & 5.72 (Glu H-3), 5.67 (Ram H-2) y 5.62 (Ram H-4),
respectivamente. Las condiciones instrumentales para el registro del espectro se describen
en la Figura 38.
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Cuadro 9. Desplazamientos quimicos en la RMN-'H y '*C del niicleo oligosacarido del

acetonido (3) derivado de la tricolorina A.

Unidad 'H? 3ce
Fucosa-1 4.55¢ T 102,66
2 4.35 dd (5.0)- .. 75.83
3 4.68 m¢ 8022
4 4.08-4.15 m* : 77.72
5 3.90f 68.33
6 1.71 d (6.5)
Glucosa-1 ’ 5.51d(7.8) ) 98.98
2 4.08-4.15 m* 82.63
3 5.72 dd (9.0)! 74.86
4 4,08-4.15 m* 72.82
5 3.55 ddd (3.0, 5.0, 9.0) 66.97
6 3.75 m8 62.84
3.90f ,
Ramnosa-1 5.52d(1.0) 97.96
. 5.67 dd (1.5, 3.0) 73.12.
3 4,68 md 76.75
4 5.62 dd (9.8)' 73.58; ..
5 4.55° 68.25
6 1.54 d (6.0) ~
Ramnosa'-1 5.58 d (1.0) 101.49
2 4,40-4.55 m® 71.35
3 4.40-4.55 mb 80.27
4 3.82 dd (9.8) 75.21
S 4.08-4.15 m* 69.50
6 1.44 d (6.0)

300 MHz, C,D,N, TMS. Constantes de acoplamiento (Hz) en paréntesis. Las
asignaciones se realizaron mediante 'H-'H DQ-COSY.

®75.4 MHz, C,D,N, TMS. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-'*C HETCOR.
“hSefales sobrepuestas.
iTriplete aproximado.
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Figura 41. Espectro de RMN-'H bidimensional homonuclear con filtro de doble
coherencia cudntica (DQF-COSY) del acetonido derivado de la tricolorina A. El espectro
se registro a una temperatura de 25 °C con 70 mg de muestra disueltos en 0.3 ml de
piridina-d,. Se utilizo una frecuencia de 360 MHz con una amplitud espectral de 5319.15
Hz y 512 incrementos con 16 oscilaciones transitorias por cada valor de 7. A lo largo del
eje superior se muestra la resonancia convencional (1D).
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Figura 42. Espectro de correlacion bidimensional heteronuclear 'H-1C (HETCOR) de Ia
porcion oligosacarida del aceténido derivado de la tricolorina A. Las condiciones
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Las asignacionés inequivocas de la RMN-'Hy de 13C (Cuadro' 9) pa:i-a“'el‘ acetonido
3 se realizaron mediante experimentos bidimensionales ht:.monll.il’k‘:l’t;.'ére;s',i l‘Iv-_Il-‘I‘-I“l‘)Q-COSY
y (Fig. 41) heteronucleares 'H-’C HETCOR (Fig. 42). L

Con el objeto de confirmar la propuesta estructural de la tricolorina A se realizo la
acetilacion de la tricolorina A para la generacion ‘del correspondiente derivado
heptacetilado (4). Las sefiales en la RMN-"H y '*C del nucleo oligosacarido del peracetato
(Cuadro 10) de la tricolorina A se asignaron, de nueva cuenta, mediante el empleo de la
espectroscopia 'H-'H COSY (Fig. 43) y 'H-">C HETCOR.

Por ultimo, sélo resta por discutir los evidencias espectroscopicas que permitieron
establecer la configuracion de los carbonos anoméricos de las aldopiranosas del nucleo
tetrasacarido de la tricolorina A. La constante de acoplamiento vecinal frans diaxial
observada entre H-1 y H-2 con un valor de *J,;,; = 7-9 Hz (4ngulo dihedro ca 180°) en los
piranosidos de la serie D es caracteristica del andmero con la configuracion § (Agrawal,
1992). En la configuracion alternativa, la orientacion a-axial del enlace glicosidico origina
un valor pequefio en la constante de acoplamiento *Jy,; = 2-4 Hz como un resultado de la
conformacién ganche entre H-1 y H-2 (angulo dihedro ca 60°). Por lo tanto, los enlaces
glicosidicos de las unidades de glucopiranosa (°J,, = 7.2 Hz) y fucopiranosa ('I,, = 7.8
Hz) en la tricolorina A corresponden a la configuracién f-ecuatorial (Ono et al., 1989b;
Lin, et al., 1992) en la conformacion *C, (Boeyens, 1978). Por otra parte, la orientacién
ecuatorial del hidrogeno H-2 en la L-ramnosa resulta en un angulo dihedro pequefio en
relacién al protdn anomérico H-1 con valores de *J,y; < 4 Hz para ambos anomeros,
situacién que dificulta la asignacién de la configuracion en C-1 (Agrawal, 1992). Con el
objeto de resolver esta ambigiiedad, se utilizo el valor de la constante de acoplamiento
geminal *C-'H como un criterio para determinar la configuracion anomérica de las
unidades de L-ramnosa, ya que la diferencia en los acoplamientos entre las dos
configuraciones anoméricas es generalmente de 10 Hz con el valor mayor para el
|3

acoplamiento ecuatoria C-'H, i.e. el anomero o (Agrawal, 1992).
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Cuadro 10. Desplazamientos quimicos en la RMN-'H y °C del niicleo oligosacarido del

derivado peracetilado (4) de la tricolorina A.

Unidad H? 13Chb
Fucosa-1 4.47d(7.8) 10205 -
2 4.32-437m° ~ C 722400 s
3 5.13 dd (3.4, 10.2) L7506
4 5.38d(3.4) N3 B VSR
5 4.30 c (6.4) 69.51 7
6 1.17d (6.4) 17,15 %
Glucosa-1 5.05d(7.6) 99.96
2 3.89 dd (7.6, 9.0) 7826
3 5.59 dd (9.0)¢ 7015
4 5.24 dd (9.0)¢ 69.07 -
5 3.79 dt (2.0, 9.0) 71.14
6 4.09 dd (2.1, 12.2) 61.98
432-437m° i
Ramnosa-1 5.25d(1.5) 98.50
5.53dd (1.5, 3.4) 72.19
3 4.28 dd (3.4, 10.0) 76.33
4 5.47 dd (10.0) 75.51
5 4.32-337m° 61.73
6 1.40d (6.1) 18.24
Ramnosa'-1 5.18d (1.0) 100.51
2 5.29dd (1.0,3.2) 72.28
3 5.43 dd (3.2, 9.8) 69.56
4 5.33 dd (9.8)¢ 71.09
5 3.76 de (6.0, 9.8) 69.51
6 1.04 d (6.0) 17.38

300 MHz, C,DsN, TMS. Constantes de acoplamiento (Hz) en paréntesis. Las
asignaciones se realizaron mediante 'H-'H DQ-COSY.

575.4 MHz, CsD4N, TMS. Las asignaciones se realizaron mediante 'H-C HETCOR.
“Seilales sobrepuestas.

“Triplete aproximado.
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Figura 43. Espectro de RMN-'H bidimensional homonuclear DQF-COSY de! peracetato
derivado de !a tricolorina A. El espectro se registrod a una temperatura de 25 °C con 70 mg
de muestra disueltos en 0.3 m! de piridina-d,. Se utiliz6 una frecuencia de 299.944 MHz,
con una amplitud en la ventana espectral de 3155.6 Hz y 256 incrementos con 16
oscilaciones transitorias por cada valor de ¢,. A lo largo del eje superior se muestra la
resonancia convencional (1D).
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Los valores promedio de'sctb'itos‘i en la. literatura para las constantes de
acoplamientos 'JCH para los andmeros a y B corresponden a 170 y 160 Hz,
respectivamente (Ono, ez al., 1990; Agrawal, 1992). La resonancia del carbono anomérico
de 1a unidad de ramnosa interna en la tricolorina A centrada en & 98.20 presentd una
constante de acoplamiento 'JCH con un valor de 172.0 Hz. El valor registrado para el
acoplamiento geminal "*C-'"H de la resonancia del carbono anomérico de la ramnosa
terminal en & 104.49 fue de 169.4 Hz. Asi, estos resultados indicaron que los enlaces
glicosidicos en las dos unidades de ramnopiranosa correspondian a la configuracién o-
axial en la conformacién 'C4 (Boeyens, 1978). En contraste con estos valores, la
resonancia del carbono anomérico de la glucosa en 8 99.76 presentd un valor de IJCH =
163.3 Hz y el de la fucosa en & 103.09 un valor de 'Jo; = 158.6 Hz, De esta manera, se
confirmé de nueva cuenta las configuracion B-ecuatorial para estas piranosas de la serie D.

El efecto nuclear de Overhauser (NOE), el cual depende de la proximidad de los
protones, constituye una valiosa herramienta de asignacion para establecer la
configuracion anomérica y 1a conformacion molecular, /.e. la estructura tridimensional, de
los oligosacaridos (Agrawal, 1992). Esta técnica se utilizo de manera conveniente para
detectar los efectos nucleares de Overhauser generados entre los protones de una misma
unidad de carbohidrato (NOE-intrarresidual) y aquellos que se generan entre las diferentes
unidades del ntcleo oligosacarido (NOE-interresidual) de la tricolorina A mediante el
empleo de la resonancia bidimensional con la secuencia de pulsos ROESY (Bothner-By et
al, 1984). En este procedimiento, los NOEs-intrarresiduales observados se utilizaron
esencialmente para la determinacion de la configuracion de las unidades monosacaridas, en
tanto que los NOEs-interresiduales se emplearon principalmente como una evidencia
adicional para verificar la secuencia de las unidades monosaciridas y determinar la
posicion de glicosilacion (Agrawal, 1992). La figura 44 muestra el espectro ROESY
generado por la tricolorina A y el cuadro 11 resume los efectos NOEs intrarresiduales ¢

interresiduales observados para a tricolorina A.
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Figura 44. Espectro de RMN-'H bidimensional homonuclear ROESY de Ia porcion
oligosacarida de la tricolorina A. El espectro se registré a una temperatura de 25 °C con
70 mg de muestra disueltos en 0.3 ml de piridina-d,. Se utilizd una frecuencia de 500.12
MHz, con una amplitud espectral de 4000.0 Hz, 512 incrementos con 64 oscilaciones
transitorias por cada valor de #, y una amplitud del pulso de 50 us 90°. El tiempo total de
adquisicion fue de 10 h.
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Cuadro 11. Efectos nucleares de Overhauser (NOES) intrarresiduales e interglicosidicos

observados en el espectro de RMN-'H bidimensional ROESY*.

'H-seiial (5) NOE ('H-8)
Fuc-1 (4.66) ‘ Fuc-5; Jai-11 (3.82-3.86)
Fuc2 (4.73)  Il11(382386) .
Fuc-4 (4.04) 3(4.22-4.26); Fuc-5

Glu-1(5.77)

Glu-2 (4.12)

* Glu-6" (3.92); Ram-1 (5.56)

Ram-1 (5.56) Glu-1 (5.77); Glu-2 (4.12); Ram:
Ram-3 (4.79) Ram-5 (4.95); Ram’-1 (5.51)
Ram'-1 (5.51) Ram-1 (5.56); Ram'-2 (4.52)
Ram'-3 (4.41) Ram'-2 (4.52); Ram'-5 (4.22-4.26)

*Las condiciones intrumentales para el registro del espectro se describen en la figura 44.

En el espectro ROESY se observaron los cuadros de conectividad intrarresiduales
establecidos entre los protones 1,3-diaxiales y los pares vecinales ecuatorial-axial y
ecuatorial-ecuatorial. Asi, por ejemplo, para el residuo interno de o-L-ramnosa se
observaron NOEs entre los protones H-1 y H-2, ademas de una fuerte interaccion NOE
entre H-3 y H-5, en tanto que ninguno de estos dos protones provoco la exaltacion de la
sefial del hidrogeno anomérico. De esta manera, se discriminé alternativamente entre los
andémeros o. y f§ de cada uno de los monosacaridos. La figura 45 ilustra las principales
conectividades NOE intrarresiduales. Al mismo tiempo, se observaron las conectividades
interglicosidicas‘ (Fig. 46) entre H-1 de la fucosa con H-11 de la aglicona, H-2 de la fucosa
con H-11 de la aglicona, H-1 de la ramnosa externa con H-3 de la ramnosa interna y, por
altimo, el proton anomérico H-1 de la ramnosa interna establecid conectividades NOE

interresiduales con H-1 y H-2 de la unidad de glucosa (5 4.12).
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Figura 45. Principales efectos nucleares de Overhauser (NOEs) intraglicosidicos
observados en los pirandsidos del niicleo tetrasacarido de la tricolorina A.
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Figura 46. Principales efectos nucleares de Overhauser (NOEs) interglicosidicos
observados en el nticleo tetrasacarido de la tricolorina A.

En consecuencia, la estructura de la tricolorina A {1}, principal inhibidor del
crecimiento vegetal de Jpomoea tricolor Cav., se establecio como el 11-O-o-L-
ramnopiranosil-(1—3)-0-a-L-(2-0-[25-metilbutiril]-4-O-[2S-metilbutiril ])-
ramnopiranosil-(1—2)-0-f-D-glucopiranosil-(1 —»2)-B-fucopiranosido del acido 11(S)-

hidroxihexadecanoico (1,3"-lactona).
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43 EVALUACION DEL POTENCIAL FARMACOLOGICO DE LA TRICOLORINA A.

‘Numerosas especies del género /Jpomoea se utilizan especialmente como poderosos
catarticos en la medicina tradicional de diversas culturas en todo el mundo (Wagner,
‘1973). Estudios farmacolégicos previos han descrito efectos alucindgenos (Floss, 1976),
antimicrobianos (Bieber ef al., 1986; Carlson et al., 1948), analgésicos (Barghav y Varma,
1978), antiinflamatorios (Pongprayoon, et al., 1992), espasmogénicos (Matin ef al,
1969), espasmoliticos (Pongprayoon et al., 1992), hipotensores (Matin et al, 1969),
citotoxicos (Harrison ef al., 1985) y antitumorales (Bieber er al., 1986; Bilkin ef al., 1952)
para los extractos de algunas especies medicinales de Ipomoea.

Con el objetivo de explorar el potencial farmacologico de la mezcla de resinas
glicosidicas de Ipomoea tricolor, asi como el correspondiente a la tricolorina A, se decidié
evaluar su potencial antimicrobiano y citotoxico. La evaluacion del potencial
antimicrobiax-w se efectué mediante el analisis cuantitativo antimicrobiano en contra de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Escherichia coli
(ATCC 10536), Psendomonas aeruginosa (ATCC 27853), Candida albicans (ATCC
10231) y Aspergillus niger (ATCC 16888) utilizando las técnicas microbiologicas de
difusién en agar (Barry y Thomnsberry, 1991) y de dilucién en caldo nutritivo (Hufford et
al., 1975).

Los bioensayos para evaluar el potencial citotoxico incluyeron la toxicidad para el
crustdceo Artemia salina (Meyer et al., 1982; Anderson et al., 1991) y estudios con
cultivos celulares derivados de leucemia de muridos y de tumores cancerosos humanos
(Likhitwitayawuid ef al., 1993). De manera adicional, se evalud la capacidad moduladora
in vitro de la tricolorina A sobre la actividad enzimatica de la proteina cinasa C
(Nishizuka, 1984), como un ensayo molecular para la identificacion de principios

bioactivos de interés en la terapéutica del cancer (Suffness y Pezzuto, 1991).
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4.3.1. EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIMICROBIANO.

Las resinas glicosidicas de Ipomoea tricolor y la tricolorina A desarrollaron un
efecto inhibidor del crecimiento microbiano especifico sobre la bacteria gram-positivo
Staphyloccocus aureus. No se observo ningin efecto inhibidor del crecimiento sobre los
microorganismos de prueba adicionales que fueron ensayados (ver Parte Experimental
3.8.3). La figura 47 ilustra la relacion entre el tamaifio de la zona de inhibicién (mm) del
crecimiento de Staphylococcus aureus y el logaritmo de la concentracion de la mezcla de
resinas glicosidicas en los ensayos de difusion en agar. Se obtuvo una linea recta al
graficar el cuadrado de las zonas de inhibicion observadas, es decir, la distancia a partir de
la fuente del compuesto de prueba al borde de la zona de inhibicion (Barry, 1986).

Mediante extrapolacion se calculd una concentracion inhibidora critica igual a 1.5 pg/ml.
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Figura 47. Relacion entre el tamafio de la zona de inhibicién (mm) y el log de la
concentraciéon (ug/ml) de la resina glicosidica. 'En los experimentos -de difusién, se
utilizaron para la determinacion de la concentracion inhibidora critica las concentraclones
de 40, 20 y 10 ug/ml de la mezcla de glicorresinas y un inéculo (10° células ml™") de
Staphylococcus aureus, como el microorganismo de prueba a 37 °C.
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Por otra parte, la actividad inhibidora desarrollada por la tricolorina A en los
ensayos cuantitativos de difusiéon permitieron calcular una concentracion inhibidora critica
de 5.5 ug/ml (Fig. 48). Para la determinacion de la concentracion minima inhibidora
(MIC) de este producto natural puro, se utilizd el ensayo cuantitativo en caldo nutritivo
con una serie de diluciones de mitades progresivas en el intervalo de concentracion para la
tricolorina A de 100 a 0.19 pg/ml (Hufford ez al., 1975). La concentracion minima que
inhibié completamente la proliferacion del microorganismo de prueba correspondio a 1 56

ug/ml.
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Figura 48. Relacion entre el tamafio de la zona de inhibicion (mm) y el log de la
concentracion (pg/ml) de la tricolorina A. En los experimentos de difusion, se utilizaron
para la determinacion de fa concentracion inhibidora cntlca las concentracxones de 40, 20,
10 pg/ml del producto natural puro y un indculo (10° células mI’ 1y de Staphylococcus
anreus, como el microorganismo de prueba a 37 °C.
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Estos resultados son consistentes con observaciones previas relacionadas con la
actividad antimicrobiana desarrollada por las resinas de /ponoea bahiensis (Bieber et al.,
1986), las cuales al igual que las resinas de /. tricolor inhiben el crecimiento de las
bacterias gram-positivo y presentan una actividad moderada, o carecen totalmente de ella,
contra Candida albicans y bacterias gram-negativo (e.g. Escherichia coli). La alta
especificidad de la actividad demostrada por la tricolorina A la coloca, entre los
antimicrobianos de origen vegetal, como un candidato idéneo para su posible desarrollo

como un agente terapéutico en contra de cepas resistentes de Staphylococcus aureus.

4.3.2 EVALUACION DEL POTENCIAL CITOTOXICO.

Los compuestos antitumorales son, casi sin excepcidn, toxicos cuando se
administran en dosis elevadas. De esta manera, la letalidad in vivo para las larvas del
crustaceo Artemia salina (Meyer et al., 1982; Anderson et al., 1991) se ha utilizado como
un bioensayo primario de facil y rapida implementacion para la deteccion de la actividad
citotoxica y su monitoreo durante el fraccionamiento de extractos vegetales (McLaughlin,
1991; Mata, 1993). Estudios recientes han demostrado que este bioensayo es lo
suficientemente preciso para predecir la actividad antitumoral (in vivo P-388) y la
citotoxicidad de agentes anticancerigenos en una serie de cultivos celulares derivados de
tumores cancerosos humanos {Anderson ef al., 1991; Solis et al., 1993).

La evaluacion de la toxicidad para A. salina puede ser aplicada para la deteccion
de productos naturales bioactivos en donde este crustaceo responde de manera similar a
los sistemas celulares de mamiferos. Por ejemplo, este bioensayo es de gran utilidad para
la deteccion de compuestos antimitoticos que actien mediante la inhibicion de la
formacion de microtibulos (Novelo et al., 1993). Se ha descrito que las RNA-polimerasas
dependientes de DNA de 4. salina son similares a las de mamiferos y, al igual que en
todas las células animales, sus ATPasas transportadoras de Na* y K'son sensibles a la

ouabaina, un glicésido utilizado en la medicina como un estimulante cardiaco (Pedersen y
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Carafoli, 1987). Por lo tanto, es posible utilizar este ensayo para el descubrimiento de
compuestos farmacodinidmicos que regulen estos sistemas enzimaticos e interfieran en
procesos vitales.

Un ejemplo reciente de la aplicacion de este ensayo para la deteccidn de principios
biodinamicos ha sido la identificacion de acetogeninas como los principales agentes
citotoxicos de las anonaceas, cuyo aislamiento biodirigido ha dependido del empleo del
ensayo con A. salina (McLaughlin, 1991). Se demostré que la alta toxicidad de estos
productos naturales es un resultado de la inhibicion de la respiracion mitocondrial
(Arnason et al., 1993; Lewis et al., 1993).

La aplicacion de este ensayo en la seleccion ("screening") de plantas medicinales
para su investigacion farmacognostica ha permitido el aislamiento de numerosas sustancias
bioactivas, en especial, productos naturales con una elevada actividad citotoxica
(McLaughlin, 1991), antimitética (Novelo ef al.,. 1993), antihelmintica (Mata, 1993) y
antipaltidica (Mata, 1993, Solis et al., 1993).

Durante la investigacion fitoquimica del extracto cloroformico de /pomoea
tricolor, se utilizd el bioensayo de toxicidad para A. salina como una evaluacion
preliminar para la deteccidn y el monitoreo de la actividad citotoxica durante los
procedimientos de fraccionamiento del extracto y la purificacion de la tricolorina A. La
mezcla de resinas glicosidicas y la tricolorina A demostraron una letalidad comparable al
evaluarse en este bioensayo. El valor de la concentracion letal media (CL,) correspondio
a 36.8 pg/ml con un 95% de intervalo de confianza entre 60.5-20.5 pg/ml calculado
mediante analisis de probit (Lieberman, 1983). La tricolorina A demostré un efecto téxico
para A. salina con una CL4q de 18.2 pg/mi con un 95% de intervalo de confianza de 37.1-
5.8 pg/ml.

El cuadro 12 presenta los resultados de la evaluacion citotoxica de los extractos
oganicos (CHCI; y MeOH) de 1. tricolor y se comparan con los valores obtenidos para los

extractos preparados a partir de otras especies medicinales del género /pomoea, ie. I.
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purga, [. pes-caprae e I. tryianthina. Estas evaluaciones utilizaron la leucemia linfocitica
de muridos (P-388) y diez lineas celulares derivadas de tumores humanos, las cuales
incluyen el carcinoma epidermoide (A-431), el cancer mamario (BC-1 y ZR-75-1), el
cancer de colon (Col-2), el fibrosarcoma (HT-1080), el carcinoma nasofaringeo (KB y KB
resitente a vinblastina), el cincer de prostata (LNCaP), el cancer pulmonar (Lu-1) y el
melanoma (Mel-2). Los resultados se expresaron en forma de dosis efectivas medias
(DE,,) y representan la concentracion requerida para inhibir el crecimiento celular en un
50%.

Los protocolos establecidos por el Instituto Nacional del Céancer de los Estados
Unidos de Norteamérica consideran como una actividad significativa aquellos valores para
la dosis efectiva media (DEyy) < 20 pg/ml para extractos y < 4 pg/ml para compuestos
puros (Suffness y Pezzuto, 1991). Por lo tanto, la evaluacion del extracto cloroformico de
1. tricolor permitio confirmar una actividad citotoxica general no especifica para todas las
lineas celulares ensayadas y un efecto significativo para el cancer de prostata (LNCaP;
DE,, 2.6 ug/ml). Por otra parte, se observd un efecto citotoxico significativo para los
extractos cloroformicos de /. purga contra la leucemia de muridos P-388 (DE, 2.2
ug/ml) y los sistemas tumorales humanos A-431 (carcinoma epidermoide; DE;, 2.8 pug/mi)
y BC-1 (cincer mamario; DEg, 2.4 pg/ml). El extracto metandlico de /. purga también
desarrollé una actividad no especifica y solo se observod un efecto toxico importante para
la leucemia de miuridos (DEg, 2.9 pg/ml). El extracto metandlico de /. tryianthina
presentd una actividad citotoxica general con un efecto significativo para las lineas
celulares LNCaP (DE,, 2.9 pug/ml) y Lu-1 (cancer de pulmoén, DEs, 2.4 pg/ml). Los
extractos de /. pes-caprae no desarrollaron ningin efecto citotoxico en las

concentraciones de prueba (< 20 pg/ml).
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Cuadro 12. Actividad citotoxica de los extractos arganicos de Jpomoea tricolor, I. pes-

caprae, I. purga e I. tryianthina.

Muesra®  AS LINEA CELULAR®

A431 BC-1 _Col2 HTIOS0 KB KB-VI __LNCaP  Lu.l__Mel2 ZR-75.1__ P-388

171 684 >20 37 e 89 12.1 12.1 26 105 - 88 3.3 58
T2 85.3 8.2 >20 >20 8.9 11.7 >20 53 1.1 89 8.9 50
1Pu.l 824 2.8 24 9.5 39 77 8.4 42 77 6.0 6.5 22
1Pu2 300 4.6 3.5 59 67 79 63 41 8.5 87 9.1 29
1Pe-t >500 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 20 >20 >20 >20
fPe-2 >500 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20
§Tr} 1o 9.2 >20 >20 89 1.7 >20 53 1.1 89 89 53
iTr2 656 8.5 84 64 51 6.1 70 29 24 57 57 28

2Abreviaciones utilizadas para los extractos orgdnicos ensayados: 1, cloroformico; 2,
metandlico. Abreviaciones para las especies de prueba: IT, Jpomoea tricolor; TPy, 1.
purga; IPe, I. pes-caprae; ITr, I. tryianthina.

bAS = letalidad para Artemia salina (CL,, ppm).

“Los resultados se expresan en dosis efectiva media (DE;, pg/ml). Abreviaciones: A-431,
carcinoma epidermoide; BC-1, cancer mamario; Col-2, cincer de colon; HT-1080,
fibrosarcoma; KB, carcinoma nasofaringeo; KB-VI, KB resistente a vinblastina; LNCaP,
cancer de prastata, Lu-1, cancer pulmonar; Mel-2, melanoma, ZR-75-1 cancer mamario;
P-388, leucemia de muridos.
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A pesar de la noiorié actiﬁdad larvicida desarrollada por las resinas glicosidicas
(Cuadro 12), 1a tricolorina A solo demostré una citotoxicidad marginal cuando se evaluo
su potencial in vitro (Cuadro 13). Se observé una importante actividad citotoxica (DEs,
2.2 pg/ml) con el cincer mamario y las células P-388. No se observd ningn efecto
citotoxico contra las lineas celulares de prueba para el acido tricolérico y la
peracetiltricolorina A. Estos resultados son congruentes con la actividad farmacologica
asociada a las resinas glicosidicas intactas. Los dcidos glicosidicos derivados de la
hidrélisis alcalina de estos complejos estan desprovistos del poder laxativo de los
productos naturales (Wagner, 1973). Por lo tanto, la presencia de la macrolactona y las
propiedades hidrofilicas conferidas por los carbohidratos en la tricolorina A, al parecer,

son requisitos necesarios para la actividad citotoxica de las resinas glicosidicas.

Cuadro 13. Actividad citotoxica de la resina de /pomoea fricolor, de la tricolorina A, del

acido tricolérico y de la peracetiltricolorina A.

Muestra LINEA CELULAR (DEj, pug/mi) »

A431 BC-1 Col-2 HT-1080 KB KB-V1 LNCaP Lu-i ;iel:z - P-388 ] ‘ZR75‘~1
Resina >20 » 57 116 39 12.1 12.1 58 10.5 8.8 >5 8.8
TA 103 22 8.9 63 >20 >20 58 55 76 22 8.1
AT >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20
TA-Ac >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20 >20

Abreviaciones: A-431, carcinoma epidermoide, BC-1, cancer mamario; Col-2, cancer de
colon; HT-1080, fibrosarcoma; KB, carcinoma nasofaringeo; KB-VI, KB resistente a
vinblastina; LNCaP, cincer de prostata, Lu-1, cancer pulmonar; Mel-2, melanoma; U-373,
glioblastoma; P-388, leucemia de muridos; ZR-75-1, cancer mamario. .

TA = tricolorina A; AT = acido tricolérico; TA-Ac = peracetato de la tricolorina A,
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4.3.3 EVALUACION DEL POTENCIAL MODULADOR DE LA TRICOLORINA A
SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PROTEINA CINASA C.

La union del 12,13-dibutirato de forbol (PDBu) a la proteina cinasa C (PKC)
representa un ensayo simple de competencia y evalua la afinidad del antagonista de prueba
para unirse al dominio regulatorio de esta enzima y desplazar al ligando PDBu (De Vries
et al.,, 1988). Este bioensayo no proporciona ninguna informacién relacionada con los
aspectos funcionales de la farmacologia del compuesto de prueba como, por ejemplo, su
potencial para modular la actividad de la PKC, y se ha utilizado para la deteccién de
antagonistas del diacilglicerol en extractos de especies de euforbiaceas, fuentes de los
denominados ésteres de forbol, diterpenoides promotores de tumores (Beutler, 1989).

Con el objetivo de evaluar la afinidad de las resinas glicosidicas por el dominio
regulatorio de la PKC, se utilizo el ensayo de union del PDBu para determinar la
capacidad de los extractos preparados a partir de cuatro especies del género /pomoea, i.
e., I. pes-caprae, I. purga, I. tricolor e I. tryianthina, para acomplejarse con esta cinasa.
El cuadro 14 presenta los resultados de la evaluacion del desplazamiento del PDBu-[3H]
por los extractos de prueba. Se calcularon los valores de la concentracion inhibidora media
(Cl,) a partir de experimentos de dosis-respuesta para todos los extractos que
presentaron un desplazamiento especifico del PDBu-[*H] mayor al 60% a una
concentracion de 0.2 mg/ml.

La actividad se detectd en todos los casos, con excepcion del extracto metandlico
de /. pes-caprae en donde es probable que el alto contenido de pigmentos fotosintéticos
presente en las partes aéreas de esta especie produzcan un efecto de enmascaramiento de
la actividad mediante la dilucién de los constituyentes activos. El extracto cloroformico de
1. tricolor desarrolld la mejor actividad (Fig. 49), la cual se reprodujo en los experimentos
conducidos para demostrar la afinidad de la resina obtenida a partir de éste. Por lo tanto,
estos resultados permiten inferir que la bioactividad detectada es el resultado de la

presencia de los glicolipidos caracteristicos de la familia Convolvulaceae.
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Cuadro 14, Afinidad de las resinas glicosidicas por el dominio regulatorio de la PKC.

Muestra® k Desplazamiento PDBu® Cle (ug/mi) -
IT-1 80% 76.6

T2 55% -

IPu-1~ . 3% 82.6

IPu-2 ' 64% 96.4
IPe-1 46% -

Pe-2 0% -

ITr-1 62% 99.5

ITr-2 55% -

*Abreviaciones utilizadas para los extractos organicos ensayados: 1, cloroférmico; 2,

metanolico. Abreviaciones para las especies de prueba: IT, Jpomoea tricolor; IPu, I.
urga; Pe, I. pes-caprae; ITr, I. tryianthina.

eDesplazamiento especifico del PDBu-[H] a la concentracion de 0.2 mg/ml del extracto.

La inhibicion de la union del PDBu-[*H] al dominio regulatorio de la PKC en
funcion de la concentracidn de la resina glicosidica de /. fricolor (Cuadro 15) proporciond
un valor de la concentracion inhibidora media (Clg) de 49.5 pg/ml. Estos resultados
permiten concluir que algunos de los glicolipidos presentes en las resinas glicosidicas de
las especies de la familia Convolvulaceae son antagonistas del activador fisiologico de la
PKC, el diacilglicerol. De esta manera, esta actividad no solo se limita a los forboles

carcinogénicos de la familia Euphorbiaceae (Beutler et al., 1989) y a los glicdsidos
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citotoxicos inhibidores de la PKC de las familias Verbenaceae y Polygonaceae (Herbert ef
al., 1991; Sneden y Zimmermann, 1993; Yakatilake et a/., 1993).

La inhibicion de la unién del PDBu-[3H] a la PKC por Ia tricolorina A también
demostro una dependencia de la concentracion de este glicolipido (Fig. 50). Después de
una hora de incubacion, tiempo seleccionado para los ensayos rutinarios (De Vries et al.,
1988), la tricolorina A compite con el PDBu-[*H] por la unién con el dominio regulatorio
de la PKC con un valor para la concentracion inhibidora media (Cl,,) de 44.1 pg/mi (43.2
HM).
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Figura 49. Inhibicién por el extracto cloroférmico de Jpomoea tricolor de la unién del
PDBu-[3H] a la proteina cinasa C parcialmente purificada. La afinidad de! PDBu-[°H] por
el dominio regulatorio de la PKC en funcién de la concentracion de las resinas glicosidicas
se ensay6 a una temperarura de 30 °C y utilizando una incubacion de 60 min de acuerdo
con los procedimientos descritos en la Parte Experimental (Seccion 3.8.2.1). Los puntos
representan el valor promedio + D.E. de cuatro réplicas.
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La similitud en los valores obtenidos para las concentraciones inhibitorias medias
(Cl,, ) en las evaluaciones de la mezcla total de las resinas glicosidicas de /. tricolor y de
la tricolorina A (Cuadro 15) es un resultado de la presencia de esta (ltima en
aproximadamente un 85 % en el crudo total (ver Parte Experimental: seccion 3.6). De esta
manera, el antagonismo del éster de forbol observado para el crudo resinoso
practicamente representa la actividad de su constituyente mayoritario. Al mismo tiempo,
dicha semejanza puede ser una consecuencia de 1a presencia de glicolipidos minoritarios
bioactivos en la mezcla de resinas glicosidicas, los cuales contribuyen al efecto global

observado para esta dltima.

Cuadro 15, Inhibicidon de la unién del PDBu-[JH] a la proteina cinasa C por la tricolorina

A y las resinas glicosidicas de Jpomoea tricolor.

Concentracion (ug/ml) % Inhibicién-Resinas® % Inhibiciéon-Tricolorina A"
0 [4] 0

0.06 0 1.3

0.32 0.6 3.8

1.60 1.5 5.6

8.0 16.7 23.1

40.0 42.2 473

200.0 82.2 84.1

*Porcentaje de inhibicion = [1 - (unién del PDBu-[’H] en presencia del compuesto de
prueba/union del PDBu-[*H] en ausencia del compuesto de prueba)] x 100.
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Figura 50. Inhibicion por la tricolorina A de la unién del PDBu-[*H] (®) y de la
estaurosporina-[3H] (O) a la proteina cinasa C parcialmente purificada. La afinidad del
PDBu-[*H} por el dominio regulatorio de la PKC en funcion de la concentracion de las
resinas glicosidicas se ensayd a una temperarura de 30 °C y utilizando una incubacién de
60 min de acuerdo con los procedimientos descritos en la Parte Experimental (Seccion
3.8.2.1). La afinidad de la estaurosporina-[3H] por el dominio catalitico de la PKC se
realizio siguiendo los mismos procedimientos experimentales para el bioensayo de los
ésteres de forbol. Los puntos representan el valor promedio + D.E. de cuatro réplicas.

Se ha postulado que los ésteres de forbol actlian como analogos del diacilglicerol
con una restriccidén en su conformacion, al compararse con la libertad conformacional del
activador fisiolégico de la PKC. Esta rigidez en la configuracion del nicleo diterpénico
provoca una orientacion espacial determinada para las regiones de alta densidad
electronica (Fig. S1). Al parecer, la accion moduladora de los forboles sobre esta cinasa

resulta del establecimiento de un complejo activador mediante las interacciones via
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puentes de hidrégeno entre los hidroxilos de las posiciones C-4, C-9 y C-20 del esqueleto
de forbol y diversos grupos protonados del dominio regulatorio enzimatico. En este
complejo la region lipoidea de los forboles interacciona con la membrana celular,
funcionando a manera de anclaje durante la translocacion de la PKC del citosol a la
membrana (Wender, 1993) y, es precisamente, en este estado de asociacién cuando se
activa la catalisis mediada por esta cinasa (Evans, 1991).

Los resultados de la inhibicion por la tricolorina A de la union del PDBu a la PKC
indicaron que este producto natural es reconocido como un antagonista del diacilglicerol
por el dominio regulatorio de la PKC. De manera adicional, esta conclusion se fundamenté
en el experimento de unién de la estaurosporina-[*H] a la PKC, el inhibidor més potente
de proteinas cinasas que se conoce (Tamaoki, 1991). La tricolorina A no interfiere con la
union de la estaurosporina en el dominio catalitico de la PKC y, por lo tanto, no actiia
como un antagonista de este inhihidor (Fig. 50).

Estos resultados permitieron postular que este glicolipido podria actuar como un
posible modulador -activador o inhibidor- de la actividad enzimatica de la PKC. Es decir,
la interaccion de la tricolorina A con el dominio de union del diacilglicerol (regulatorio)
provocaria una activacion de la catalisis mediada por esta cinasa, como en el caso de los
forboles, o induciria la inhibicién de su actividad enzimatica como sucede con la calfostina
C (ver Antecedentes: seccion 1.2.2).

Con el objeto de verificar esta hipotesis, se procedio a evaluar in vitro el efecto
provocado por el incremento en la concentracién de la tricolorina A sobre la actividad
enzimatica de la PKC. El cuadro 16 resume los resultados de la actividad enzimitica de la
PKC, la cual es dependiente de Ca®* y fosfatidilserina (Tamaoki, 1991), en presencia y en
ausencia de la tricolorina A.

La figura 52 ilustra el efecto de la tricolorina A sobre la actividad basal de la PKC,
la cual se inhibid de manera proporcional a la concentracion de este compuesto de prueba

con un valor de la Cly, de 57 pg/ml (55.8 uM). Esta actividad es comporable con la
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observada para todos los inhibidores de origen vegetal descritos en la literatura con
valores para la Cly, correspondientes a una magnitud de 1-10° uM (Herbert ef al., 1991;

Jayatilake ef al., 1993; Sneden y Zimmermann, 1993).

Cuadro 16. Efecto de !a tricolorina A sobre la actividad de la proteina cinasa C.

FS DO Ca®* EF  Tricolorina A (ug/ml) Actividad PKC (cpm)® %D
- - - - - 416°

- + + - - 468°

+ + + . - 15396*

+ + - 200 1540 90
+ o+ +- - 100 4927 68
+ + + - . 50 8160 47
+ + + - 25 10315 33

+ + + - 12.5 11393 26
+ + + - 6.25 13087 15

+ + + 4 - 20784 £

®La actividad de la isoenzima o de la PKC se evalud de acuerdo con las condiciones
experimentales descritas por Yasuda et al., 1990, utilizando ia histona tipo III-S (10 uM)
como sustrato en un volumen de 50 ul con 10 uM de ATP-[y-??P] (3-6 x 10° cpm). Cada
valor representa el promedio de la actividad especifica de seis réplicas. La incubacion se
realizo en la presencia de fosfatidilserina (FS), dioleina (DQ) y Ca?* de acuerdo con los
gocedimientos descritos en la Parte Experimental (Seccion 3.8.2.2).

orcentaje de inhibicion de la actividad basal.
‘La actividad inespecifica se calculo en ausencia de lipidos y CaCl,
9 Actividad basal de la PKC o (100 %).
°EF= éster de forbol (12-miristato-13-acetato de forbol; 5 nM) utilizado como un control
positivo.
f{.a concentracion del éster de forbol utilizada provoca la activacion de la PKC en un 30-
50 % de su actividad basal (Jayatilake ef al., 1993; Miyake ef al., 1984).

135



MEMBRANA
CELULAR

§ 03 o 9,
o )
X n H X

,

I

X—Hnuql\é—R\

Figura 51. (A) Complejo PKC-forbo!l asociado a la membrana celuiar. Seguido de la
interaccion con Ca?* y los ésteres de forbol, la PKC se transloca a la membrana celular
donde expone su sitio hidrofilico convirtiéndose de una apoenzima citosdlica en una
enzima asociada a la membrana celular. (B) Complejo PKC-diacilglicerol. Los ésteres de
forbol comparten una similitud en la distribucién de las regiones ricas en densidad
electronica y en sus zonas hidrofobicas con el diacilglicerol. Abreviaciones: Mir, -
(cgz),,CH,; Ry = (CH,),CH=CH(CH,),CH,; R, = (CH,),(CH=CHCH,),(CH,),CH;; R,
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Figura 52. Inhibicion de la proteina cinasa C (PKC) por la tricolorina A. El efecto
provocado por el incremento en la concentracion de la tricolorina A sobre la actividad
enzimatica de la PKC se evalud utilizando una incubacion de 5 min a 30 °C de acuerdo
con los procedimientos descritos en la Parte Experimental (Seccién 3.8.2.2). Los puntos
representan el valor promedio = D.E. de seis réplicas. Porcentaje (%) de inhibicién = [1-
(incorporacion observada del 32P en el sustrato en presencia de la tricolorina A /
incorporacion observada del 32P en el sustrato en ausencia de la tricolorina A)] x 100.

Estos resultados ilustran el efecto de la tricolorina A como una nueva clase
quimica de inhibidor de la PKC y demuestran la interaccion de las resinas glicosidicas con
el dominio regulatorio de esta cinasa. La concentracion de la tricolorina A requerida para
provocar la inhibicion del 50 % de la union de los ésteres de forbol al dominio regulatorio
de la PKC (43.2 uM) fue semejante a la concentracion necesaria de este glicolipido que

promueve la inhibicion del 50 % de la actividad enzimdtica (55.8 uM). Por lo tanto, la
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tricolorina A y las resinas ghcosndxcas de Ias convolvulaceas podrian actuar como
moduladores farmacolédgicos de la PKC in wvo y, de esta manera, es posible concebir que
el amplio espectro de actividades bioldgicas demostrado in vitro en células animales para
las resinas glicosidicas de las convolvulaceas (ver Antecedentes: Seccion 1.1.3) sea una
consecuencia de la modulacion de la actividad enzimatica de la PKC.

La comparacion estructural entre la tricolorina A y los diferentes moduladores de
la PKC, en especial los ésteres de forbol, sugiere la presencia de grupos isostéricos en
estos compuestos bioactivos (Blumber, 1988; Wender, 1993), los cuales corresponden a
las regiones de alta densidad electronica, representadas por los grupos hidroxilo del nicleo
sacarido, y las regiones hidrofobicas de naturaleza lipoidea, que corresponden a la cadena
hidrocarbonada de la aglicona y a los residuos del &cido metilbutirico que esterifican a la
porcion sacarida en la tricolorina A, cuya orientacion espacial depende de la conformacion
de maxima estabilidad impuesta por los pirandsidos del nucleo oligosacarido de este
liposacarido.

Estos resultados preliminares relacionados con el potencial modulador de la
tricolorina A sobre la actividad de la PKC permiten especular sobre el posible
establecimiento de un complejo PKC-tricolorina A andlogo a los previamente descritos
para el diacilglicerol y los ésteres de forbol (Fig. 51). En este complejo activado, la
asociacion a la membrana celular se realizaria gracias a las propiedades hidrofébicas de las
regiones lipoideas de la tricolorina A, en tanto que las interacciones con el dominio
modulador de la PKC pueden suceder mediante el establecimiento de puentes de
hidrogeno con los grupos hidroxilo del nicleo oligosacarido de la tricolorina A (Fig. 53).
Esta asociacion provocaria los cambios conformacionales necesarios en la estructura de la
cinasa y, de esta manera, se expondria el dominio hidrofilico de la PKC para la
fosforilacion de un gran nimero de sustratos proteicos. Es posible que esta actividad in
vivo podria resultar en la regulacion de canales de iones y la secrecion de mediadores

mitogénicos e inflamatorios (Evans, [991).
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Figura 53. Complejo PKC-tricolorina A hipotético. La interaccion de la PKC con iones
calcio y la tricolorina A es probable que produzca la translocacion de este complejo
activado para transformarse de una apoenzima citosolica en una enzima asociada a la
membrana celular. Las regiones hidrofobicas de la tricoforina A (la porcion de la aglicona)
funcionarian a manera de anclaje para la asociacion del complejo PKC-tricolorina A con la
membrana. Las regiones con alta densidad electronica (los grupos hidroxilo) del nicleo
oligosacarido de la tricolorina A podrian interaccionar via puentes de hidrégeno con el
dominio regulatorio de la PKC.
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4.4 DETERMINACION DEL CONTENIDO ALCALOIDEO DE LAS PARTES

AEREAS DE Ipomoea tricolor MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GASES-
ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Aun cuando el crudo alcaloideo de /. fricolor no presentd un efecto inhibidor
significativo sobre el crecimiento vegetal en los bioensayos de germinaciéon de semillas y
crecimiento radicular (ver cuadro 5), se decidid cuantificar el contenido de alcaloide
totales presentes en las partes aéreas y proceder a la identificacion de sus constituyentes
individuales mediante cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-
EM) (David y Sandra, 1992). Este analisis permitiria identificar las ergolinas presentes en
las partes aéreas durante el periodo de la floracion de este cultivo de cobertura‘y confirmar
la presencia de altas concentraciones de estos alcaloides en los érganos vegetativos

(Amor-Prats y Harborne, 1993).
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Figura 54, Anilisis mediante cromatografia de gases del extracto alcaloideo de /pomoea
tricolor. Asignacién de los picos: A, agroclavina; B, ergonovina; C, ergonovinina; D,
ergina; E, elimoclavina;, F, erginina; G, chanoclavina-l. Condiciones instrumentales:
columna capilar, DB-1 (25 m, 0.23 mm D.I,, 0.11 pm); temperatura de la columna, 150—
280 °C a 5 °C/min; gas acarreador, helio (1 ml/min); tamaiio de la muestra, 0.02 mg/pl.
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El cromatograma generado por la mezcla alcaloidea demostrd la presencia de siete
constituyentes mayoritarios (Fig. 54). Los espectros de masas de éstos y sus
correspondientes tiempos de retencién permitieron identificar a la agroclavina {5} (Rt
5.43 min), la ergonovina {6} (Rt 7.05 min), la ergonovinina {7}(Rt 7.31 min), la ergina
{8} (Rt 8.01 min), la elimoclavina {9} (Rt 8.19 min) y la erginina {10}(Rt 8.33 min)
(Flieger et al., 1991; Weber y Ma, 1976).

La identificacién de la chanoclavina-I {11} se realizb mediante un experimento de
coelucion en la cromatografia de gases (Fig. 55) con una muestra estandar (Rt 11.05 min)
aislada de las semillas de [pomoea violaceae L. (I. tricolor Cav.) (Hernandez, 1982).
Estos resultados representan la primera descripcion de esta secoergolina como uno de los

constituyentes mayoritarios de las partes aéreas de /. tricolor.
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Figura 55. Cromatograma de gases resultado de la coelucion de la fraccion alcaloidea de
Ipomoea tricolor con el estandar de chanoclavina-I (Rt 11.07 min). La identificacidn de
los picos A-G y las condiciones instrumentales son idénticas a las descritas en la Figura 54.
El pico H es una impureza de la muestra estindar.
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E! analisis mediante CG-EM de la fraccion alcaloidea (Fig. 54) de las partes aéreas
de /pomoea tricolor Cav. permitié la cuantificacion de sus constituyentes individuales y
demostro ser lo suficientemente sensible para el andlisis del contenido alcaloideo de tan
solo 100 mg de material vegetal, los cuales corresponderian a un rendimiento total de
aproximadamente 30 pug. El empleo de la CG-EM inmediatamente después de la
separacion cromatografica en capa fina permiti la identificacion inequivoca de las
ergolinas presentes en los tejidos vegetativos de /. tricolor. El cuadro 17 resume los
resultados de la cuantificacion de los alcaloides mediante la cromatografia de gases del
crudo alcaloideo total e incluye los tiempos de retencion obtenidos para cada uno de los
constituyentes individuales.

Contrario a lo que se pensaba que las semillas (0.005-0.079 %) representaban los
sitios de mayor concentracion de alcaloides en /. #ricolor, el analisis del contenido
alcaloideo de los tejidos vegetativos de esta planta demostro una alta concentracidon de

ergolinas (0.03 %).

Cuadro 17. Composicion del extracto alcaloideo de las partes aéreas de Jpontoea tricolor.

Pico identificado®  Nombre Rt (min)* M* (m/2)° Concentracion®
A Agroclavina 543 236 20.7
B Ergonovina 7.05 325 7.5
C Ergonovinina 731 325 4.8
D Ergina 8.01 267 31.0
E Elimoclavina 8.19 254 - 3.1
F Erginina 8.33 267 7.2
G Chanoclavina-I 11.07 256 25.6

*Cromatograma de gases del extracto total (Fig. 54).
®T6n molecular (EM-IE, 70 eV).
“Porcentaje de rendimiento individual en relacion al crudo total.
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Estos resultados son similares a los descritos recientemente para /. parasitica cuyo
patron en la variacion ontogénica de ergolinas permitid postular que la presencia de estos
alcaloides toxicos probablemente proporciona una proteccion contra la depredacién por
herbivoros en los diferentes estados del desarrolio vegetal involucrados en la dispersién
(semillas), el establecimiento (plantulas) y la reproduccion (partes vegetativas durante la
floracion) de estas especies (Aerts et al., 1991, Amor-Prats y Harborne, 1993).

A pesar de la considerable actividad fisiolégica de las ergolinas y de su uso
farmacologico, se ha dado escasa atencion al papel ecologico de estos alcaloides en las
plantas superiores donde se producen, i.e. la familia de las convolvulaceas. Sin embargo,
se ha demostrado el potencial de interaccion aleloquimica de estos alcaloides sobre
insectos (Amor-Prats y Harborne, 1993; Clay y Cheplick, 1989; Yates ef al., 1989). Por
altimo, se puede concluir que la distribucion taxonémica de las ergolinas en [pomoea
(presentes en ca 20% de las especies del género), su actividad aleloquimica sobre
artropodos, sus efectos neurotoxios en mamiferos y su alta concentracion en los tejidos
vegetativos de estas plantas constituyen indicadores, sin lugar a dudas, de su papel
ecoldgico como toxinas vegetales (Harborne, 1988), es decir forman parte de la defensa

quimica de estas plantas.
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5. CONCLUSIONES.

l.- La presente investigacion se inicio- con el objetivo de aislar y caracterizar los
constituyentes responsables de la actividad iﬁhibidora del crecimiento vegetal demostrada
por Ipomoea tricolor Cav. (Convolvulaceae) y cuyo potencial de actividad aleopatica se
demostro mediante la evaluacion de la actividad inhibidora de los extractos alcaloideos y
organicos totales (hexanico, cloroformico y metandlico) preparados a partir de las partes
aéreas de esta especie sobre la germinacion de semillas y el crecimiento radiculaf de
Amaranthus leucocarpus Watts y Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.

El fraccionamiento biodirigido del extracto activo (CHCl;) mediante los
bioensayos antes mencionados permitid el aislamiento del principio alelopatico, el cual
correspondio a la mezcla de resinas glicosidicas caracteristica del metabolismo secundario
de las especies de convolvulaceas. El constituyente bioactivo mayoritario, denominado
con el nombre trivial de tricolorina A {1}, inhibi6 la germinacion de semillas de E. crus-
galli con un valor para la concentracion inhibidora media (CLsy) de 36.1 uM, en tanto que
la de A. leucocarpus correspondid a 149.4 uM. El crecimiento radicular de las dos
especies de prueba resultd mas sensible a la tricolorina A que los efectos provocados
sobre la germinacion. La concentracién de este agente alelopitico que provocd la
inhibicién del crecimiento radicular de £. crus-galli en un 50 % fue de 12.3 uyM y para 4.
lencocarpus de 36.2 M. Estos niveles de concentracion micromolar para los valores de
inhibicién inducidos por la tricolorina A corresponden a 1 X 107 ordenes de magnitud
inferiores a las concentraciones descritas en la literatura para la mayoria de los produtos
vegetales que intervienen en interacciones alelopaticas.

Estos resultados permiten postular que las glicoresinas de las convolvuldceas
representan los principales agentes quimicos involucrados en las interacciones alelopaticas
de todas las especies de Jpomoea, e.g. I tricolor e I. batatas, utilizadas como cultivos de

cobertura en la agricultura tradicional mexicana.
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2-La esfructura de la.trico.l‘bﬁn.évA {l}, elfp'rincipal agente aleopatico de las resinas
glicosidicas de Ipomaed tric}abl.ar,;sé élhciﬂé como el 11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—-3)-0-
0L~ {2-0-(2S-metilbutiril)-4-O-(2S-metilbutiril) } -ramnopiranosil-(1->2)-0--D-
glucopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido del acido 11(S)-hidroxihexadecanoico-(1,3"-
lactona) a través de la apli;acién de diversas técnicas de alta resolucion en la resonancia
magnética nuclear que incluyeron experimentos SINEPT, COSY, HETCOR, COLOC,
HOHAHA y ROESY.

3.- La tricolorina A {1} desarrolla un fuerte efecto inhibidor del crecimiento de
Staphylococcus aureus con un valor para la concentracién inhibidora minima de 1.5
ug/ml. Esta pronunciada actividad permite seleccionar a las resinas glicosidicas de las
convolvulaceas como candidatos potenciales para el desarrollo de nuevas sustancias de
interés quimioterapéutico para el tratamiento de infecciones de la piel, ojos, heridas y del

sistema urinario-genital ocasionadas por cepas resistentes a los antibidticos de S. aureus.

4.- La tricolorina A {1} muestra una importante actividad citotoxica (DEg, 2.2 ug/ml) en
los cultivos celulares derivados de tumores mamarios y de leucemia de muridos (P-388).
Esta actividad se pierde en sus derivados de saponificacion, el acido tricolérico {2}, y de
acetilacion, la peracetiltricolorina A {3}. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la
actividad citotéxica debe estar asociada a la macrolactona presente en el producto natural
y, al parecer, las propiedades hidrofilicas conferidas por los grupos hidroxilos del nucleo
oligosacarido son necesarias para que las resinas glicosidicas puedan desarrollar
citotoxicidad. La actividad citotoxica observada para todos los extractos de las especies
de Jpomoea evaluadas indica que las convolvulaceas de uso en la medicina tradicional son

fuentes potenciales de agentes de utilidad en la terapéutica del cancer.
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5.~ Las resinas glicosidicas de las convolvulaceas actilan en experimentos in vitro como
antagonistas del activador fisiologico de la proteina cinasa C, el diacilglicerol. La
inhibicion de la unidn del PDBu-[JH] al dominio regulatorio de la PKC por la tricolorina A
{1} demostré una dependencia de la concentracion de este liposacarido (Cls 43.2 uM).
Este acomplejamiento entre la tricolorina A y la PKC provoca la inhibicion de la actividad
enzimatica de esta cinasa (Cls, 55.8 uM). Estos resultados ilustran el efecto de una nueva
clase de inhibidor de la PKC y, por lo tanto, es posible explicar el amplio espectro de
actividades biolégicas demostrado in vitro para las resinas glicosidicas de las
convolvulaceas como una consecuencia de la modulacion de la actividad enzimatica de la
PKC. La identificacion de las resinas glicosidicas como moduladores potenciales de la
actividad enzimatica de la PKC permite su empleo como una herramienta de investigacion
para la exploracion del papel de estos productos biodinamicos en la mediacién de

respuestas bioldgicas de interés farmacologico.

6.- En tanto que la necesidad para el empleo en el futuro de las plantas medicinales como
una fuente de principios farmacodinamicos contina siendo una controversia y tema de
acaloradas discusiones en el ambiente cientifico; los resultados de la presente disertacion
constituyen una contribucién al conocimiento de la naturaleza quimica de las glicorresinas
de las convolvulaceas y ponen de manifiesto el potencial farmacologico de las mismas

como una fuente de nuevos principios biodinamicos de posible utilidad terapéutica.
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