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'Resumen: . o

La presente investigacion forma parte. del proyecto “Desarrollo ~de los

oligosacaridos biodindmicos-de. especies selectas de las convolvuldceas como agentes
S

terapéuticos y agroquimicos” que se conduce en la Facultad de Quimica de la UNAM. En

esta investigacion, se efectué un estudio quimico co'mparativo entre los constituyentes de

i

las resinas g11c051d1cas de las -raices’ de [pomoea orizabensis (Pelletan) Steud. Ex

Ledanois. (Ipomoea tyrzanthmae Lmdley) y de Ipomoea purga (Wender) Hayne La'
importancia del presente estudlo se fundamento en el hecho de que la raiz de I purga,
conocida como “raiz de Jalapa., es una materia prima muy Qstimada en la medicina
tradicional mexicana por sus efectos purgantes..‘Dlllrante su comercializacion, esta planta
es substituidal. o alterada por especies simila;’e_s - con m.erllor .actiyidad purgante.
Identificandose un complejo dg plantas medicinél:es conoqidd cbn el nombré ﬁoplilar de
jalapas y una de estas ja_lapas fa‘ls'as-_es la raiz de la escam;:mea mexicana '(Ipomoea
orizabensis 0 Ipomoea tyrianthinae). | |

En la prifnera parte del estudio sé, obtuvieron \}eintiﬁn gI'ic_oI'ip‘idos de la jalapiﬂa
(porcion de la resina soluble en éter) de I orizabensis (f. ty;'iantl;i_nae)‘. La purificacion de
estos.metabolitos se realizé médiante cromatograﬁa de liﬁuidos de alta presién e incluyé
el uso Ide columnas de fase inversa - (C;3, a-r_ninc.)) y la aplipacién de las técr-licas
croma_togréﬁcas de sobrecarga de columna, cor'-[.e‘de-nilcleo,)_(_ réciclaje de la muestra. De
los compuestos obtenidos, se caracteriiarbn a las orizabinas V—XXI (3-19) como nuevbs
productos natufales y a la’s. escamoninas I (1) y II (2_). T(Sdas las resinas glicosidicas
aisladas a partir de la‘escéménea rhexicarlla presehtaron el misn_io nﬁgleé oligosacérido, el

i

cual se caracterizé como un tetrasacarido lineal del acido jalapinélico: el acido (118)-11-



[O—6-desoxi-B—D—glucopiranosil-(1—)4)—O-6-desox.i-c1-L-manopiljanosil-(I—>2)'—O-B-D-.
- "gluCopiranosil-(l;>2)‘-’6-desdxi-B‘iD-gluc;opifan;ﬁsido]'éhidfdkihéx‘adecéﬁbibb. > | Esta
" secuencia de 'gliccfsidHCién co‘fr'esp&)ndi‘é'é'lé descrita para’ldsé’cdhéiitﬁ?entes: individuales
de- las "res‘i'na's glicé's’f'diéa‘s"dé‘fCéhvblvizlu’s’ '-séamMO"n'ibé!,""ell representante eutopeo de
" mayor. importanéia comefcial 'del ~coplejo ‘de"pﬁrit’ais”b'hi‘gaﬁtes ‘agrupadas bajo’ el

. g o F e oat \ ’ . .- )
Wy omuread ohe cudon et ol it e nd o Lot

* nombre de “escamonea® " ¥ -
" Las orizabinas V=VIII (3-6) se encontraron esterificadas en dos pOSiciohés,'mientfas
‘que las o'rizéb'inas'IX‘—}&XI'(7—419) én trés, con regidﬁOS'ﬁdé’conéspondeﬁ a'los siguientes
« 4cidos organicos® 2-metilbutanoico (b)), 3-hidroxi-2imetilbutanoicé (nilico, ml); - 2-
j'm’etilpr’o/panoicol'(z.b)"‘y'-2(E)'-m'e'tilbﬁfan'oic6 (tiglico, 1g). ‘Sélo und ‘de los' compuestos
- aislados, la orizabina VIII (6), preSérlté un modo dé lactonizacién diferente al resto de los
" constituyerites’ de estd serie eri’la unidad de la aglic"éiizf‘(éci.d(')’jélépiriéliéoj;-él C-3-dé la
" glucosa. Se éaractéfiiafdh"tr'és"ér'u'pos-‘ dé’c‘om‘pué'stt;.s diasteroisoméricos; las’ orizabinas
X-XIII (8-11), las orizabinas XIV-XVII (12-15) y las ‘otizabinas XVIII-XXI (16-19),

L" cuyas diferentias estructurales -fueron la localizaciony la configurdcion’ absoluta del

-~ grupo niloilo perténeciente a la série F60'28,38 6 2R3R. "+ 1w v s T
f Se efectud la evaluacion-del potenicial citotéxico' de los -compuestos 1-19-en 1as

~lineas c_efulares éaﬁée;fdéasf siguientes: colon (HCT:15), ceérvix celular és¢amoso (SQC-1
UISO), dvario (OVCAR) y nasofaringeo (KB). Estas pruebas proporcionaron resultados
Significativos (CEs < 4 Hg/mL) para los glicolipidos dé mayor lipofilicidad (7—i9).‘ L
" Enel estudio-"c.lé')’l. pursa se determing’ la “actividad” itotoxica de la convolvulina
" (porcion de fa resina ir:lisf)"l.flidlfe'én éter) y de cada uha de las'fracciones obtenidas 4 partir

o N ) A "-“."?' '-'n, - -‘...' N ;. i ‘r“';"’r’; . St s PR
dé un fraccionamiento primaric en columna'de gel de’silicé.' Los resultados demostraron



un importante potencial citotoxico para’ los glicolipidbs que se encuentran presentes en
estas mezclas (CEs <: 5 ug/;llL). La fraccién mayoritaria, que degafrolléﬁ una mayor
actividad citotoxica, se saponifico y esterifico pé;a obtener los ésteres purgicos A (26) y
B (27). Estos coméuestos son rlhexasacéridos ramiﬁcados con la misma secuencia de
glicosidacién, siendo la‘ﬁ;ica_ diferencia entre ellos la longitud de la cadéna del 4cido
graso qlue representa la aglicona. Asi, el componente Ihayoritario (éster purgico A)
preSenté como aglicona al 4cido cqnvolvulihico, acido (118)-1 l-hiQrox{tetradecanoico, y
el minoritario (éster pﬁréico B) al acido .jaIapinélico,l éﬁido | (118)-11-
hidroxihexadecanoico. Los nucleos oligosécéridos de ‘la c_bnvolvulina de la raiz de /
purga correspondieron a los ésteres meti-li‘cos‘ de_los 'éc'id(.)s (11S)—11{-O-6—d¢sqxi-Bl-D-
glucopirénosil-(l*->2)-O-B-D-gluéopiranosil-(I——>"3j—O-[B—D-ﬁléopiranosil;(1—’-)4)]-0'-6-
“desoxi-a-L-manopiranosit-( l—>2)-O-B-D-glucopira.nc')sil-t1—>2)-6-désoxi-[3-D- '
gluéopiranésido‘}-hidroxitetra;decanoico | t26) y ) (1I_S')-li{-O-6-desoxi-[3-D-
_glucopiranosil-(1 ¥>2)-O-B-D-glucopiranosil¥( 1 —¥3)-O—[B-D-ﬁ_lcopiranosil—( 1—-4}]-0-6-
desoxi-a~f,-manopiranosi_l-( l—~>2)-O—B-D-glucbbiranosil—(I —2)-6-desoxi-p-D- , )
glﬁcopiranésido}-hidroxihexé-decanéico (27). |

La caracterizacion estructural de los glicolipidos n'aturlra;leS‘ y de sus derivﬂados
sintetizados sé realizd med_iante la aplicacion de métodos espectrométricos (EI-MS y

FAB-MS) y espectroscopicos (Resonancia Magnética Nuclear) de alta resolucion.
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Abstracts |

This work is part of the project “Invesiigation of the biodinamic oligosaccharides
from select convolvulaceae specié's aé therapeutic'al- and agrochemical agents” which is -
carried out at the School 'Iof Chemistry, National University of Mexico. The pf_esent work :
describes a comparative éhemical stﬁdy arhong the cénstituents of the'roots of ]pomoéa
orizdbensis (Pelletan) Steud. Ex Ledanms (I tyrzanthmae Lmdley) and Ipomoea purga
(Wender) Hayne The roots of Ipomoea purga (]alap roots) are w;dely valued in folk
medicine as a purgative agent due to its hlgh contents of resin gly0031des. The mcreased
demand for jalap promoted the substitution‘o_f [ purga witﬁ other species of the jalap
medicinal plant complex, e. g. Mexican escammony, a less potent species and ﬁence its
common name of false jalap. | |

In the first part of this study, the isolation and structural elucidation” of thé
- glyc‘osidéé from the jalapin (chloroform—'soluble fesin) of ].' or;izabensis is describe.d.
Orizabins V-XXI (3-19) were is'ola_ted as new t;atural producté, together with scamonins
[ (1) and 1I (2). All resin glycosides were éubjectl to c;ytqtbxic evaluation in colon
carcinoma (HCT-135), squamous ceil c‘ervi(;al carcinoma (SQC-1 UISQ); nasopharyngeal
carcinoma (KB) and ovariain cancer. (OVCAR). Tﬂe cylotoxic éctivity of _the orizabins
V—XXI (7-19) was significant. The isolétion'and purification of -‘thes>e‘ cIoself structural
related compounds were done thr’oﬁéh inverse phase colul.nng (Cis, a.l“h.lind),and recy;:le
mode‘ in the chromatographic system. 'All compounas have the same.oligosaccharide core,-
(118)-11-[O-6-deoxy- B D- glucopyranosyl (1, —> 4)-0-6- deoxy-a L- mannopyranosyl (1

—2)-0-B-D-gluco- pyranosyl (1—)2) 6- deoxy B-D- glucopyranomde]



hydroxyhexadecanoic acid. The site of lactonization in the oligosaccharide was the same
in ‘allAcomf)ounds except for'the orizabin VIII (6). The differences among 'the isolated
glicolipids .were the number and the  position. of: the acid residues that- support the
' oligosaccharide core.. These residuésitwere 'identi.ﬁedra. 2-methylbutanoic, - 3-hidroxy-2-
--meth}?lbutanoic.(nilic),’Z(E)-methylbutenoic (tiglic) and2-methylpropanoic acids. The
orizabins V-VIII (3—6):had two residues, while the others présented three..Orizabins X~
- XXI (7-19) were found to be present as ‘enantiomeric pairs of threo niloyl group: 2R,3R
Cand 2838, wes o el DD
"The convolvulin (methanol-soluble resin) of Jpomoea purga was partitioned and
" the fractions showed a significant cytotoxic activity’ (CEgy-<-5 ug/L) against HCT-15,
SQC-1 UISO and KB cell lines. The chemical study of the" convolvulin major fraction
allowed the ‘chardcterization of two'novel glycosidic esters, purgic estets' A (26) and B '
'(27)-as the products of -alkaline hydrolysis of ‘the resin glycosides mixture followed by
treatment with diazomethane. The structures of: purgic esters A and B were very similar.
They are nod-lineai héxasaccharides with the s'zime:glycosidatiéh" sequence but different
~aglycon (jalapinolic or convolvulinic acid).” Purgics ester A, the ‘major constituent,-had
" convolvulinic acid,- (1I.S')-‘Ilihydfo'xyheXadecanoic acid, while purgic ester B was an
-.oligosaccharide of jalapindlic acid, (115)-hydroxytetradecanoic acid. The structures of the
- oligosaccharides corés. of. the resins-from the foots-of I: purga, were characterizated as
e 18)-11 {—O—6-deoxy-B-D-glucopj’ranosyl-(1’—)2).—0—B—_D-glucopyranosyl-(-l——>3)-.O-[B-D-

fucopyranosyl-(1 —4)]-0-6-deoxy-a-L-mannopiranosyl-(1->2)-O-B-D-glu-copyranosyl-

. o b . ., : . . . . C—— e
Ce s oL e, P . . |




(_l—>2)-6-deoxy-B-D-glu'copyra.nosid‘e.}-hydroxy;etradeéénq_ié o ‘ (26) and
" ﬁydroxyhéxadecanoiq (27) n;ethyl esters. |

The structure elucidatio_n of all natural glycolipids and their derivatives was
achieved by high res;olution spéctromet‘ric (EI-MS - and FAB-MS) and spectroscopic

(NMR) techniques. ~






Proélogo
~ El descubrimiento de substancias bioactivas a partir de fuentes naturales como los
extractos de plantas ha generado el conocimientd de drqgés fltiles én la clinica. Se calcula
que aproximadamente el 60 % de los agentés antiinfeqciosos y :antitumorales comerciales
y en etapa de desarrollo clinico son de origen natural (Shu, 1998). El presente trabajo se
efectud siguiendo el método de estudio que ha sido usado desde Hacc tiempo, el cual se
inicia con aquellas especies que se sabe tienen antecedentes farmacolégicos de acuerdo al
conocimiento adquirido en la medicina natural‘practicada emi)iricamente. Las especies
seleccionadas son sometidas a algun ensayo in vitro (actividad antibacteriana, antiﬁingica,
antiviral, antiparasitaria o citotéxica) para asegurar la obtencion de sustancias bioactivas.
La actividad biolégica de estos productos naturales estd asociada a las propiedades
inherentes de los metabolitos secundarios que tienen diversas funcio‘n.es, como de defensa
y-€COmMo promotores del-crecimiento en sus organismos productores. Es interesante hacer
notar que una grén cantidad de estos compuestos se presentan en forma de glicésidos,
cuya porcién carbohidrato ha demostrado téner un papel imp;)rtante en los procesos de
reconocimiento celular, sien‘do un ejemplo. la participacion de la fucosa en procesos
cancerosos (Listinsky et al., _1998). La importancia del pf;pel biologico de los
carbohidratos se reconoce al igual qule la que tienen las proteinas y los acidos nucleicos,
surgiendo asi nuevas areas de estudio como la glicobiologia (Reinhold et al., 1995).
El estudio de corr'l.puestos que poseen cader;as oligosacéridas en las plantas de la
| familia anvolvulaceae en nuestro pais se inicid gracias a los i)eneﬁcios que se obtienen
de las mismas siendo de las primeras especies estudiada la raiz de Ipomoea stans por el

grupo del Dr. Enriquez del Instituto de Quimica y por el grupo del Doctor Pereda la raiz



de Ipomoea tricolor (Pereda-Miranda et al., 1993; Bah y Pereda-Miranda*1995;1997).
r.Est_a ultima planta es utilizada ampliamente en el Estado de Morelos como cultivo de
'cubierta al impedir la proliferacién de la maleza. El resultado del estudio en 7. tricolor fué
el conocimiento del compuesto mayoritario y responsable de las propiedades alelopaticas,
, la tricolorina A qué ha tenido una trascendencia importante que se refleja en las diversas
rutas de sintesis descritas para la. misina (Larson y. Heathcock 1996; Fiirster y Miiller
1998; Lu ef al.,, 1997; 1997a), asi como en la reciente .obtencién de su estructura cristalina
(Lehmann ef al., 2000). Como se aprecia, la naturaleza de estos- glicolipidos+ha llamado
mucho la atencion de los qLu’micos para desarrollar estrategias de sintesis nuevas;-ademas
de la caracterizacion estructural,s siendo otro ejemplo la sintesis y el 'iest'udio
. conformacional de la calictionina que fue.aislada de:.Calonyction aculeatum y es un
_glicolipido con, una :estructura muy similar a las.encontrados enlas- plantas- de las

convolvuldceas (Jiang et al., 1993).

Xi



1. Antecedentes

1.1. La familia A‘Convolvu-léceae y el género Ipomoea.

Dentro de las angiospermas, la familia Convolvulacez;e representa una de las mas
grandes y diver'sas.- de Meéxico, reportandose quince géneros y aproximadamente '217
especies. En el mundo se estiman alrededor de 40 géneros y 1400 especies, por lo que en
nuestro pais existe una importante variedad de las especies de convolvuliceas
(McDonnald, 1991). El género Ipomoea es uno de los mayoritario's‘con un grado de
endemismo de aproximadamente el 65 %, esto es la relacion entre el numero de especies
presentes en México y Ael numero aproximado d¢ especies en el 'género (104/160). La
distribucidn de esfas especies en el pais se presehta en la figura 1, de la cual se deduce que
el endemismo de Ipomoea esta concentrado en las regiones subtropicales de la costa del
» pacifico. Asi, en el Estado de Vergcruz solo hay dos especies endémicas, /. exﬂnia el
purga, mientras que en un area igual de Jalisco a Oaxaca existeq por lo menos 20 especies
endémicas. A nivel subgenérico existen complejos de especies que pueden ser
.caractefizadas por preferencias de habitat. Por _ejemblo, las esiaecies de- la serie
Tyrianthinae estan mejor representadas en las praderas y desiertos del Centro y Norte de
Meéxico. |

La mayoﬁa de las plantas del género ‘[pomoea no presentan una variedad -
importaﬁté en su morfologia, siendo que la mayoria de estas plantas son enredaderas con
tallos enroscados que alcanzan de 1 a 5 metros. Exist'en una cuantas especies como /.

phillomega ¢ I. santillanii que se presentan como lianas tfopicales y alcanzan alturas de



hasta _15 metros. Otras especies como [ imperata e I pescaprae crecen a iguales
longitudes pero han perdido su capacidad de enroscarse creciendo de manera tendida para
formar extensas cubiertas sobre arenas costeras. Otras especies de las zonas aridas (I
stans, 1. duranguensis € I. sescossiana) son arbustos perennes lefiosos y.herbéceos, que
‘crecen hasta 1.0 metro. La especie . .carnea existe como un arbusto lefioso tropical que
crece de 2 a 4 metros. Otras especies -de Jpomoea de la serie Arborescentes crecen en

forma de arboles de madera suave y alcanzan de 3 a 9 metros de altura.

J .~ . . . N ' R . C - N

Figura 1. Distribucion del género /pomoea en México. El primer nimero representa el
nimero de especies que existen en cada region y el segundo el ‘numero de especies
. endémicas en la misma.
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1.2. Las resinas glicosidicas en la faniilia Convolvulaceae.

Es bien conécido el uso de estas bllantas como alimento y como agentes
- terapéuticos en la medicina tradicional en'muchas‘partes del mundo. En algunos casos, la
actividad bioldgica descrita se debe a la presencia de .alcaloides, compuestos '
caracteristicos d‘e la familia (Stauffacher er al., 1965; Chao y DerMaderosian 1973;
Schimmiﬁg et al., 1998; Botz et al.? 1990-1991; Jenett-Siems et al.‘, 1993; 1994a; 1994b;
Henrici et al., 1994). Ejemplos de la actividad bioldgica de los alc;aloides preéentes en las
- convolvulaceas son la ihtoxicacj(’)r; de cienbé animales con I par.asitica (Amor-Prats y
Harborne, 1993) o la actividad analgésica de /. intrapilosa (Osuna et al., 1996). En el caso
de la actividad alglopéﬁiéé de I tricolor (Anay;’i et al., 1990}, se d¢m;)stré que los
compuestos responsab‘les sén las resinas glicosidicas presentes en la raiz (Pereda-Miranda
et al., 1993; 1995). En I.. stans estas resinas han demostrado propiedades anticonvulsivas
(Contreras et al., 1996), citotéxicas (Reynolds er al.,, 1995) y efectos vasoactivos
(Perusquia et al., 1995).

Uno de los primeros estudios en donde se pretende relacionar a los glicolipidos con
cierta actividad *biol_égica es el efectuado_en las partes aéreas de [ Jeari donde se¢ alisl_(') un
glicésido  denominado ,“Iﬁolearésido”. Este glicolipido demgstr() poseer actividad
anticancerigena (Sarin _ét al., 1973). Otro ejemplo es .el estudio de la actividad
anticancerigena (sarcoma 180 en i‘atén) y antimicrobiana en Staphylococcus aureus,
. Neurospora crassa y S?rep{ococcus faecalis de 1as glicorresinas de Ipomoea bahiensis
(Bieber et al., 1986). Sin embargo, en estos estudios no se determiné la estructura de los

" glicolipidos responsables de tales efectos biologicos- ya que en aquella €poca la
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elucidacion estructural dependia exclusivamente del estudio de los productos de hidrolisis
basica o acida de ‘tales resinas. El ‘aislamielllto y la-caracterizacion estructural de los
glicolipidos er su forma natural se inicié a partir de la utilizacion d‘é las--técnicas de
cromatografia liquida de alta presién (CLAP), de los métodos espectrométricos (FAB-MS
6 SIMS-MS) (Costello, 1997; Baldwin, 1995) y espectroscopicos (RMN) (Agrawal, 1992;
Agra\vdl y Pathak, 1996) de alta resolucién. Asi los primeros glicolipidos caracterizados
integramente fueros las orizabinas I-IV (ver fig. 2) por el-gripo de'Noda y colaboradores
(1987) y'-Se demostrd que los constituyentes de las resinas glicosidicas son liposacaridos
" cuyas agliconasl son los ‘dcidos grasos hidroxilados (Cy4 0 Cg) derivados de la hidrolisis
" acida. E! nicleo oligosacéfido se encuentra acilado en la mayoria de los .casos y se
combina con el grupo ‘tarboxilo de la a‘gliébna para formar un éster macrociclico. A partir
':d_'e'esteis"irivestigacionéé,"EI ethpled de la cromatografia’ liquida-de alta preésion como
“método de purificaciéil se convirtio en una técnica esencial para el estudio quimico de las
resinas gliéosidicas de las convolvulaceas. Durante estos estudios:v se han generado las
deﬁnic‘iones de “jalapina” para describir la porcién de la resina soluble en cloroformo o
étc;r y “convolvulina” para déscribir la porcién insoluble'en estos.disolventes lipofilicos.
El aiSiamiehto y la elucidacion estructiral ‘de las resinas: de -la familia
Convolvulaceae ha 1lamado la atencion no sélo por‘la actividad bioldgica’ que-han
demostrado tener, sino también por el interés quimiotaxonomico que permitira relacionar
la estructura quimiéa de los nucleos oligosacaridos con:la clasificacién botanica de las

fuentes naturales. Tal como lo describe Bah (1997), elestudio de los constituyentes de las
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resinas glicosidicas se ha incrementado y' es*posible iniciar una correlaciéon de tipo

quimiotaxondémico entre los nicleos oligosacaridos y la sistematica de la familia.

nl: niloilo (3-hidroxi-2-metilbutanoilo); ib: isobutiroilo (2-metilpropanoilo); tg; tigloilo (2E-
' metilbutenoilo) :

. R, R, R;

Orizabinal  H tg nl
I ib tg nl

I nl g onl

v ‘H tg nl

Figura 2. Orizabiﬁas I-1V aisladas de {pomoea orizabensis.

En la literatura se describen una gran cantidad de nucleos oligosacaridos en
diversas especies de convolvulaceas. En Ipomoea operculata (Ono et al., 1990a; 1991),

'los acidos operculinicos A—G fueron generados como productos de hidrolisis basica de las



.. "operculinas I-XVIII y uno de estos dcidos, el acido operculinico A (fig. 3), se describid
también en las especies lpomoea,stolohifem l(Noda et al., 1994a) e Ipomoea quamoclit
(Ono, et al., 1992¢) entre otras.'Dé la misma forma, el 4cido operculinico C esta presente
en Ipomoea batatas, ademéé de ]0; acidos simonicos Ay B (fig. 4) (Noda et al., 1992a).

Este ltimo también se encuentra como uno de los nacleos oligosacaridos constitutivos de

-
v .

las resinas de Ipomoea stolonifera (Noda et'ﬁl._, 1994a).

N OH
< M. (CHILHs
HO @ c’ .
. 0" N(CHpCO0H
o
, ,
. e
. CH3 ;
Iy HO OH
)

RO OH

Figura 3. Acidos operculiniéos A (R=glucosa) y C (R = H).
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Figura 4. Acido simonico B, niicleo oligosacarido presente en Ipomoea batatas e
Ipomoea stolomfera ' r ' oo




La diversidad en las estructuras de los glicolipidos de las diferentes especies de .
convolvuliceas hace que no sea posibl.e, establecer una correlacion de tipo
quimiosistematico. Sin embargo, al analizar los nucleos qligosacéridos principales
(mayoritarios) en cada planta, se puede deducir lo siguiente: el acido operculinico A
~caracteriza a Ipomoea opérculata (Ono et al., 1989%; 1989b; 1990a; 19-‘90b), Merremia
hungaiensis (Noda et al., 1994b; 1995) y Merremia man;mosa (Kitakawa et al., 1989).
Atn cuando Merremia es un género diferente a [pomoea, existe una incertidumbre en la
clasificacién de las especies‘ inclui(;las en estos géneros. Asi por ejemplo, una de. las
espécies estudiadas por el mismo grupo de investigadores, Merremia tube}‘osa (L.)‘ Rendlel
(Ono et al., 1993b), también se ha clasificado como ]pomoe:a tuberosa L.. Por lo tanto, es
probable que en el caso de Ipomoea operculata existan diversas sinonimias. Otras
especies estudiadas y que se han caracterizado por poseer nicleos oligosacéridos
exclusivos son: Ipomoea | pes-caprae (L.) Sweet, serie Sefosae (Pescaprosido E)
(Sriv-astava et al., 1991); Pharbitis nil, la cual probablemente corresponda a [pomoea nil
(L.) Roth, seri¢ Pharbitis (acido farbitico D) ‘(Ono et al., I9§0b); Ipomoea tricolor Cav.,
seccion Tricolor (acido tricolérico A) (Pereda-Mirancia et al., 1993); Ipomoea batatas (L)
Lam, seccién Batatasr (acido simoénico B) (Noda et al., 1992;1) e }pomoea muricata {L.)
Jacq., seccidon Calonyction '(écido muricatico A) (Noda et al., 1988a; 1988b; 1988¢). En el
caso de las especies de Jpomoea stans y de Ipomoea orizabensis que se encuentran en la
misma s.erie Tyrianthin&e, existe diferencia entre sus nicleos oligosacaridos principales.
Mientras que en la primera planta se describié el acido es;:amc'mico A- (En‘riqﬁez et al.,

1992; Ledn-Rivera, 1998), en la segunda fue el 4cido orizabico A ( Noda et al., 1990) (fig.



5).Un estudio reciente en una especie mexicana de I[pomoea orizabensis (Sosa-Vasquez,
1994) demostré que el nucleo oligosacarido principal es el dcido escamonico A como en
" el caso de Ipomoea stans..Lo anterior demuestra.la necesidad de establecer de manera

precisa la clasificacion botanica de las especies sometidas a investigacion quimica.

HOOCICH ) (CHPLH;

Figura 3. Acido escaménico A (R = OH y R, = H) y 4cido orizdbico A(R=HyR, =
OH) obtenidos de [pomoea stans € Ipomoea orizabensis, respectivamente.

Posterior 4 la revision hecha por Bah (1997), que describio los glicolipidos aislados
hasta esa fecha, se han caracterizado compuestos adicionales de esta naturalcza y como
parte complementaria al proyecto principal de la presente investigacion, a continuacion se

~ presentan algunos datos interesantes sobre estos compuestos. |

Mamosidos A, B, H; y H,.

Los tubérculos de Merremia mammosa han sido estudiados desde hace algunos

aflos por el grupo de Kltawaga (1988 1989; 1996a 1996b). Asi en las pr1meras

a

pubhcacxones se menciona la mteresante actmdad 10n0forlca de los compuestos presentes

8




en esta resina y la existencia de los mamosidos A; B, H; y H,. Sin embargo, la elucidacion
estructuyal de estos compuestos se efectud récientemente (Kitakawa et al., 1997). Las
técnicas de analisis principales que fueron aplicadas para la elucidacién estructural de los
glicolipidos incluyeron la espectrometria de masas FAB, su vari‘ante' SIMS, el analisis de
los productos de degradacién y la sintesis de uno de los .zicidos' glicosidicos (mamésido 1)
a partir del (11S)-jalapinolato de metilo. La secuencia de glicosidacion en los compuestos
se establecio a. tra\_/és de la metilacion del 4cido glicosidico respectivo seguida de la
metandlisis para formar los monosacéaridos metilados en las posiciones_hid!roxilicas Ilibres
(Bah, 1997). Es irﬁportante mencionar que aun cuando e;l la actualidad existe metodologia
en la RMN para lograr la elucidacién e;truotﬁral de estos glicolipidos, esta investigacion
se basé exclusivamente en los métodos degradativos tradicionales y de sintesis. Los
nucleos oligosacaridos de estos compuestos (mamésidos I y J) diferen en una unidad de
glucosa (fig. 6). Se demostrd que estas macfolactonas poseen actividad sobre el transpoﬁe
de los iones Na', K"y Ca’* a través de la membrana del eritrocito humano (Kitakawa e

al., 1997).

Multifidinas I y 11

De la jalapinra de las hojas de Quc;':moclit x mudtifida, planta decorativa que es un
hibrido de Quamoclit pennata (L.) Bojer (Ipomoea (1) quamoclit L.) y Q. coccinea
,Moench (1. hederifolia 1..), se obtuvieron las multifidinas [ y II junto con las qﬁamoc]inas
-1V, A partir de estos oligosacaridos se obtuvieron los product(;s de degradacion basica,

entre los que se identificaron dos 4cidos glicosidicos conocidos: los dcidos quamoclinico



. A'(Noda éf al., 1994b; Ono et al., 1992b)y opércu]inico'A (Ono et al., 1989b; Ono et al.,
:1992a). Los acidos multifidinicos A y.B se obtuvieron como pentasacdridos novedosos

. . con .laé misﬁnas* unidades monosacaridas y secuencia de glicosidacién (fig. 6), pero
.+ diferente aglicona. La eluciddcion -estructural de estos compuestos se: hizo.a través de

“métodos quimicos, el analisis de la RMN bidimensional y FAB-MS (Ono et al‘., 1997).

Mamoésido [; R = H, R; =OH, R; = H, Ry = C;Hs. |

Mamésido J; R = Gle, Ry =OH, R; = H, Ry = C; Hs

Acido multifidinico A; R = Gle, R, =H, R; = OH, R; = H.
Acido multifidinico B; R = Glc, R, =H, R, = OH, R; = C;Hs.

L

Figura 6. Acidos glicosidicos obtenidos de los tubérculos de Merremia mammosa
(Mamosxdos Iy))ydelas hOJaS de Quamoclit x multifida (Acidos multifidinicos A y B).
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Componentes de la resina insoluble en éter_de las hojas de Cuscuta chinensis y
cuscuta autralis.

De las hojas de Cuscuta chinensis se describi6 el aislamiento de los glicosidos Cus-
1y -2 a partir de la jalapina (Miyahara, et al., 1996). Sin elmbargo, en el estudio de la
convol\‘/ulinell, solo se lografon- identificar los nucleos oligosacéridos como productos de
degradacion debido a las diﬂcuitades en la scparacion qﬁe presentaron estas .mezclas
complejas. Un indicio sobre la conﬁposicién de las mismas se obtuvo a partir dé los iones
genefados .d.el espectro de masas (MALDI TOF) (Costello et al., 1997: Baldwin, 1995).
‘Como productos de hidrolisis bésica de la convolvulina de Cuscuta chinensis,se
identificaron los écidbs cusciticos A--D (fig, 7)‘ y los ééidos acético, (25)-2-
metilbutanoico, (2R,3R) 3-hidroxi-2-metilbutanoico y el trisacrido O-6-desoxi-a-L-

manopiranosil (1—)3)-0-6-des‘dxi-d-L-manopiranosiI-’( 1->2)-D-glucopiranésido.

G S
gj

H,’ ? . o

OH

A:R=H,R,=CH,0H; B: R =R, = H; C: R=H, R, = CH; y D; R = C,H;, R, = CH,OH

Figura 7. Acidos Cuscuticos A-D, -



.. ..Recientemente se discutio’ la dificultad para lograr la separaciéon de los
constituyentes individuales presentes en las hezclas de las resinas glicosidicas de la
convolvulina de Ipomoea lonchophylla (MacLeod y Ward, 1997) y de Cuscuta australis
(Du ef al., 1999). En la convolvulina de esta ultima planta; los iones pseddomdleculares
obtenidos por MALDI TOF indicaron la presencia de compuestos con un peso molecular
.de hasta 5580 Daltons. Dentro de los componentes obtenidos como productos de
'degradacién, ademas de los-'acidos 2-metilpropah0‘ico, 2(E)-metilbutanoico, (25)-2-
metilbutanoico 'y: (2R.3R)-3-hidroxi-2-metilbutanoico, sc identificaron los " écidos
“cuscuticos A,—‘A;",- en donde el primero de ellos correspondid a‘l' ya descrito en la

tricolorina-G y Hde [pomoea tricolor (Du et al., 1999)(fig. 8).

CH1{CH3)s {CHLCOOH

CHy W oG

o
HOCH;
o [«]
HO
HO
o]
0
HO CH

Tricalorina G

Acido cuscitico A1

Figura 8. Acido cuscutico A, (Cuscuta australis) y tricolorina G (Ipomoea tricolor).

Ia existencia de estos glicolipidos en forma de oligdmeros fue una propuesta hecha
inicialmente por Mannich y Schumann (1938), la cual consideraba que las resinas
glicosidicas de Exogonium Purga (I purga) representaban mezclas complejas de

oligémeros de un acido glicosidico esencial (fig. 0). Los resultados obtenidos en estas




especies de Cuscuta, ademas de los dimeros m-e‘rr.emina (Noda et al., 1995) (fig. 10) y las
tricolorinas H-J (Bah y Pereda-Miranda, 1997)‘ (fig. 11) representan ejeniplos adicionales

* que permitieron apoyar esta postulacion.

O—trisacarido

o]
{ R-——C—'O}x—trisact:érido

o C])
' ' c
N
/\/\'/\/\/\/\)\/ S
0 .
(R—C—O)x——trisacérido
Hidrdlisis alcalina
tn’sacl:arido
9
C
| | o
trisacarido

(Acido ramnoconwlwlinico)
Hidrélisis acida

Acido 3,12 di-OH-palmitico
glucosa
rammnosa

Figura 9. Estructura de las resinas glicosidicas de Exogonium purga Benth, de acuerdo
con Mannich y Schuman (1938).
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Donde R = CO (CHy),;CHj;

Figura 10. Estructura de la merremina aislada de Merremia hungaiensis.




i HOCHZ \\K\—Q/

HO CH,
\/ CHa

HOCH2

: HO
Me{CH), = C==(CH,),CO

HOCH, o Y
Hi o. o
CH,
OH
HO,

Donde R = 2-metilbutiroilo | ‘

Figura 11. Estructuras dlmerlcas aisladas de Ipomoea tricolor: tricolorina H (Superior) e 1
(Inferior).



1.3. Estudios fitoquimicos de Ipomoea purga e Ipomoea orizabensis.

La raiz de jalapa se cultiva de manera Eradicionél en México (Linajes, et al., 1993)
y es la raiz tuberosa de I purga o Exogohium purga (Wendoroth) Bentham, cuyas
propiedades catarticas se conocen desde 15l5l2 (Cruz, de la, 1965) cuando los espaiioles la
llevaron a Europa, donde se.us¢ ampliaménte junto con otra es.p:ecie similar (. jalapa),
segiin Monardes (1990). También es usada‘ como'em’e’;tico, z;ntihelmintico, emenagogo y
diurético (Martinez, 1959). Los ingrediéntes activos de ést‘a pl;inta' son las resinas
glicosidicas que estan contenidas en un 8-11 % (Martinez, 19695, a ciiferenéia de la jalapa
de orizaba o I orizabensis que céntiene eptre un 6-8 % (Tyler et al., 1.979-).- Esta altima
resina es mas soluble en éter que la de /. purga, pero con menor actividad purgante y a
pesar de esto [porﬁoea orizabensis se sigue utilizando como substituto de I purga. La
substitucion <:.1e la raiz auténtica de j.alapa con especies similares ha sido un problema
desde él inicio de su come_fcializacicjn en el_sjglo XVI (Noriega, 1903), describiéndose
tres jalapas en ese '.t'iemp('}: la jalapa hembrq u oficinal (Exogonium purga, Hayne), la
macho o fusiforrr'le (I orizabensis, Ledanois) y-la de Tampico (1. simulans, Hamb). Sin
embargo, las éomparaciones hechas se lbqsﬁaron en los caracteres anatdmicos de los
tubérculos y en la apariencia de los extractos. én cuanto a los estudios\ fitoquimicos de las
resinas de estas plantas,'uno‘de los primeros fue la descripcion de los constituyentes de las
resinas de /. purga por Mannich y Schumann (1938), seguido por la descripcion de un B-

quinovésido del acido 11-hidroxitetradecanoico en la porcién de la resina soluble en

]

metanol (convolvulina) (Shing y Stacey, 1973). No se han efectuado estudios fitoquimicos
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mas detallados. Otro nombre comun de /. orizabensis es él de escamonea mexicana de la
que se describe que el 71 % de la resina es solﬁble enun 71 % en éter (Tyle'r‘er al., 1979).
Power y Rogerson (1912) describ.en qtie esta resina generd como productos de hidrolisis
basica los dcidos 2-metilbutanoico, 2(£) met_ilbutenoico y—el ipuranol y como proauctos de
Ia' hidrélisis- cida, ééido jalapinéliéo, dextrosa y una. metilpentosa. Esta raiz llamé la
atencion como fuente de acidos grasos hidroxilado,s (Boog et al,, 1991; Roos y Baker,
1991) después de .la descripcion de fos primeros glicolipidos aislados y caracterizados
(orizabinas [-1V) en su forma natural por el grupo de qua (1987).

Los estudios farn_lacolc')gicos de estas especies han involucrado la evaluacic')ln de la
actividad citotoxica de las resinas; la I purga mostré un efecto inhibidor significativo
- (CEsp < 4 pg/mL) para los cultivos de células canéerosas de mama (MCF;7) y carcinoma
nasofaringeo (KB) (Pereda-Miranda, 1995). En el caso de /. orizabensis, la jalapina se
sometié a pruebas deevaluacion citotoxica en 10 lineas celulares, demostrando una
actividad citotdxica significativa en carcinoma epid'érmoide (A-43'1, CEsp 2.8 pg/mL),
cancer mamario (BC-1, CEsy 2.4 ug/mL) y leuc.emia de muridos (P-388, CEsy 2.2 pg/mL)

(Sosa-Vézquez, 1693).
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2. Hipotesis

A partir del conocimiento de la compééicién quimica de las resinas de Ipombea
tyrianthinae € Ipomoea purgd serd posible establecer la diferencia entre una jalapa falsa y
la raiz auténtica (. purga). El aiSlamienfo y la caracterizacién estructural de 'los nucleos
dligosacéridos principales de las resinas glicosidicasr de las dos especies permitiran
establecer un criterio quimiosistematico para ambas. La implementacién de una
metodologia sencilla como la hidrélisié acida para obtener la.aglicona de los extractos
resinosos determinard si la especie en cuestion perténe.ce a alguna de las que forman el .
complejo escamonea (I. jalapa, I. longepedunculata e I oriquensis, Diaz, 1976), cuyos
nucleos oligosacaridos principales estan cbnstituido§ por el acido jalapindlico. La raiz de
jalapa f_luténtica (L pztrgaj deberd poseer un nucleo oligosacdrido diferente y
probablemente con'la presencia del acido convolvulinico como la aglicona del mismo. La
autenticidad de la raiz de jalapé serd garantizada con la recoleccién de la planté en el sitio

de su cultivo (Municipio de Xico, Edo de Veracruz).



"3, Objetivos

El objetivo général del presente proYeéto es el establecimiento de las diferencias
quimicas entre la raiz de jalapa auténtica (/. purga) e I orizabensis d I tyrianthinae y se
llevard a cabo con el cumplimiento de los siguientes objetivos.barticulares: |
3.1. Estudio quimico y evaluacién citotéxica de los .glicolipidos de la raiz de

Ipomoea orizabensis.

3.1.1. Establecer las condiciones instrumental¢$ al nivel analitico y preparativo en
la lcrormatégrafia liquida de alta presion para aislar los constituyentes
individuales presentes eﬁ la jélapina.

3.1.2. Establécer la estructura moleculaf de los constituyentes individuales aisla-dos
mediante métodos quimicos y tégnicas espectroscopicas (RMN) vy
espectrométricas (FAB-MS).

3.1.3. EVH]U’;][' el ‘potencial citotoxico de los glicolipidds mayoritarios aislados.

3.2. Estudio quir_‘nico de la raiz !:le Ipomoea purga.

3.2.1. Efeétgar la hidrolisis basica de las fracciones activas (actividad citotoxica)
de la 60r1v0fvu1ina y pﬁ}iﬂcar los 4cidos glicosidicos mayoritarios mediante
cromf;tograﬁa de liquidos de alta presion (CLAP).

3.2.2. Efectuar el anilisis espect;oscépico (RMN 'H y C) y espectrométrico
(FAB‘—MSI, EI-MS) de los derivados obtenidos para establecer su estructura -

molecular,
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4. Parte experimental
4.1.' Determinacion _de las constantes fisicas..
Los eépectfos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogeno ('H) y de

carbono-13 (°C) se generaron en equipos Varian Unity plus 506 o Bruker AMX-500, que |
operaron a una fre(i'uencia de 560 y 125 MHz. Se utilizc’)pir_idina (C5D5N)‘d cloroformo
(CDCl;) como disolventes y los desplazamientos quimicos (8) se expresaron en ppm
utilizando como feferencia el tetrametilsilicio (TMS). Las rotaciones opticas se
determinaron en un polarimetro Perkin Elmer 241 utilizando cloroformo o metanol como
disolventes. Los e:spectros de masas fuefoﬁ registrados en un aparato modelo JEOL
- SXIOA, utilizandc% como metodos de ionizacion el impacto electrénico (EI) y el
bombardeo rapido ae atomos (FAB-MS); en el modo negativo s;: utilizé6 una matriz de
trietano-lamina; en ;:l modo positivo, la matriz correspondi6 al glicerol. Los puntos de

fusion no estan corregidos y fueron determinados en un aparato de Fisher—Johns.

4.2. Métodos cromatograficos.

Las pruebas en cromatografia en placa fina (CCF) se efectuaron en cromatoplacas
cubiertas de gel ‘de silice 60 F254 Merck d.esactivadas | con H3B03- 0.036 N
(Ghebregzabher et al., 1976).

En las separacione$ en cromatbgr'aﬁa liquida de alta presién (CLAP), se utilizaron las
siguientes columna;:
Columna analitica de gel de silice (tPorasil™, 3.9 x 300 mm, 10 pm).

Columna analitica de fase inversa Cy3 (3.9 x 300 mm, 10 um).

{
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Columna analitica de aminopropilmetilsilaﬁo NH, (pBondapakTM, 3.9 x 300 mm, 10 pm).

Columna analitica para analisis de carbohidratos (Waters, 3.9 x 300 mm, 10 pm).

cd'iﬁ:ﬁn‘a' preparativa de aminopropilmetilsilano (pBondapakTM, 19 x'150 mm, 10 pm).
Columna prépa‘rativa de gel de silice (ISCO; 21.2 x 250 mm, 10 um). '

" Los disolveﬁtéé ﬁtiiiiédos fueron éloroformoj, 'aceféﬁa,' n-hexano, acetonitrilo’y agua
(grado analitico y CLAP), S '

La instrﬁmentacién estuvo formada por un equipo Waters (Mil‘lip'ore Corp., Waters
" Chromatography Division, Milford, MA. USA) equipado con un sistema de distribucion
| dé disolvente y un refractémetro diferencial Waters 410 integrado a un equipo de
" computo (OptiPléx 466/Le, Dell). E! control dél'equif')o, la adquisicion' de dafos, el
proceso y el manejo de la informacién cromatografica se hicieron a través del programa
de so.fware Millenium 2000 (Waters). Un recirculador de muesira y uno de disolvente se

adaptaron en linea al sistema ¢romatografico. -

4.3. Material vegetal.

La raiz de Ipomoea orizabensis’ (5 kg) se obtuvo del noroeste.del estado de
Veracruz cerca del estado de Hidalgo y fue clasificada por el.Dr.‘R. Bye. Un ejemplar se
deposité en la coleccion etobotanica del Herbario Nacional del Instituto de Biologia de
'laUNAM (R. By¢ 17761). - ' : S

La muestra analizada de la raiz de jalapa fue de 10 kg de tubér.culos frescos de
Ipomoea purga que se colectaron en .l municipio de Xico, Estado de Veracruz. La

identificacion del material fue hecha por el Bidlogo Alberto Linajes y el Dr. Victor Rico.
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Un ejerhplar_ se deposité en-el Herbario, del Instituto de Ecologia, A.C. (Ortega 475,

XAL).
4.4. Obtencion de las resinas glicosidicas: jalapina y convolvulina.

El material vegetal (I orizabensis ¢ I. purga) seco y pulverizado fue sometido a
una extraccion prel{minar con r-hexano para eliminar constituyentes de baja polaridad. Se
prepararon los extractos cloroférmico y metandlico de los tubérculos médiante un proceso
de maCeracién de c;uatro semanas para cada disolyente. Una vez concluido el tiempo de
extraccion, la solulci()n se filtr6 y el disolvente se elimind a presién reducida. Se
obtuvieron los extrz;ctos cloroférmicos (jalapina) con un peso de 743.7 g (1. Of_ﬂizabensis) y
4.41 g (I purga). El peso del extracto metandlico (convolvullina) de la raiz de Ipomoea
purga fue de 169.55 g.

El fraccional;aiento primario de la jalapina de /. orizabensis se hizo previamente en
cromatografia en columna sobre gel de silice usando un sistema de elucion de
CHCl;-MeOH-H,0 (Sosa-Vasquez, 1993). Asi, se obtuvieron 7 fracciones primarias (I-
VII). En la ﬁgﬁra 12 se presenta la cromatografia en capa fina de lés mismés. L1 trabajo
experimental en esta planta se efectué con las fracciones III, IV y V para obtener los
glicolipidos mayoritarios presentes en las mismas. Todas las fracciones se trabajaron
como una sola y la mezcla que resultd de la reunién de éstas se denominé como la

- fraccion primaria de la jalapina (FPJ).
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Figura -12. Cromatograma en .capa fina -de ‘los eluatos obtenidos durante el
fraccionamiento en columna (gel de silice) de la jalapina de Ipomoea orizabensis. Sistema
de eluciéon: CHClL—MeOH-H,0 (7:3:1). L
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Figura 13. Cromatografia en placa fina de las fracmones obtenidas de la convolvulina de
Ipomoea purga (izquierda) y de sus respectivos productos de hidrolisis basica (derecha).
Sistema de elucién: CHCl;—-MeOH-H,0 (6:4:1).
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El fraccionamiento de la convolvulina:de -Ipomoea purga se hizo en columna ’de.
gel-"de silice con un sistema de elucion constituido por MeOH-CHCl;-Me,CO. Se
obtuvieroﬁ 7 fracciones que fueron hidrolizadas con KOH (vér fig. 13). Los analisis
mediante crqmatografia en capa fina y CLAP de los pfoductos 'dejsaponiﬂcacién permitié
la deteccién de dos acidos glicosidicos mayoritarios, los acidos purgicos A y B (Cruz-
Ba_ilon, l998;lYaﬁez-Garcfa, 1998). La fraccién II de la convolvulina se utilizé para el

desarrollo del presente trabajo y se nombro como la fraccién primaria de la convolvulina

(FPC)

4.5 Separacién y purificacién de los glicolipidos de la jalapina de Ipél'noea‘
orizabensis. .
4.5.1 Obtencién ;le las escamoninas I (1) y 11 (2) y de las orizabinas V-VIII (3-6).
Las pruebas, preliminares para lograr la separacion de los principios presentes en la
fraccion primaria de la jalapina (FPJ) se efectuaron en columnas analiticas de fase normal
(510,) € inversa (qgg) con un sistema de deteccién inicial de UV (254 nm) y flujos de 0.5
mL. El modo de deteccion se cambio al indice de refraccion cuando se encontrd el
sistema cromatografico adecu::ldo que consistio en columna analitic_a Cis (3.9. x 300 mm,
10 pm); flujo: 0.5 l’fnL/min; fase movil: CH;CN-H,0 (88:12); vﬁlumen de inyeccion: 20
ul (2 mg/200 pL). |
El escalamiento él nivel prep_arativo se hizo aplicando las formulas siguientes:

Cantidad de muestra a inyectar . Flujo al nivel preparativo

Mp = Ma (Lp/La)(dp*/da?) | - Fp=Fa(Lp/La)(dp¥da®)



e

En donde:

+ . Mp = masa de escalamiento en (mg) DT Fp = flujo al nivel preparativo - .
- Ma = masa inyectada al nivel analitico (mg) -+ Fa = flyjo al nivel analitico

‘Lp = longitud de la columna preparativa (mm) o

La= longitl.Jd de la columna gnalitica (mm) :

.dp = digmetro interno de la columna preparativa (mm)

“da = diametro interno de la columna analitica (mm) -~ - ! .

Las condiciones instrumentqles al nivel preparativo adecuadas fueron las
siguientes:' colﬁmna C‘ls preparativa 1SCO, (i9 x 250 mm, 10 pum); fase movil:
CH3CN¥H20 (88:1.'2); ﬂujo: 8.0 mL/min; detector: indice-de refraccion; concentracion de
la muestra: 80 mg/500 pd y volumen de inyeccion: 500 pl.

~*La aplicacion de las técnicas de’ sobrecarga de la columna y corte del niicieo

‘(Bidlingmeyef,' 1995; ,Hdstettmahn,' 1986) pér'rr{itieron colectar las subfracciones

'coi’res'pondienteéra los tiempos de rétencién (tr) de 8 min (A, 50.2 mg), 11 min (B, 53.1
mg), 14 min (C. 29.4'mg), 17 min (D, 195.2 mg) y'dos mayoritarias, 24 min (E, 250 mg)
y 30 niin (F, 350 mg).” o SR

Las subfracciones A-D fueron reinyectadas en’la columna NH, preparativa con
un sistema de elucién binario ‘constituido por CH;CN-H,O (92:8); flujo: 4 'mL/min;
volumen de inyeccion: 500 uL (20 mg/mL). Se aplicé la técnica de reCiciajé'de la muéstra
(Kubo y Nakatsu, 19905, utilizandose de 8 a 10 ciclos paraf obtener la maxima separacién

. - . o .: - . o d s V- . \
y garantizar una pureza >99% de los constituyentes presentes en estas subfracciones. Se

obtuvieron 15 mg de la escamonina I (1) a partir de la subfraccion D y-15:2 mg de la
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escamonina I (2) a partir de la subfraccion A: El analisis de la subfraccién C proporciond
12 mg de la orizabina V (3) y por ultimo, el fratamiento de la subfraccion B permitio el

aislamiento de las orizabinas VI (4; 7 mg), VII (5; 21.3 mg) y VIII (6; 11.8 mg).

Escamonina I (1) (‘tg = 16 min): Sélido amorfo blanéo; p.f. 132-135 °C; [a]p =30 (c 0.1,
‘MeOH); FAB-MS (modo negativo) m/z: [M = H]™ 1019 (CsoHg;04;), 917, 835, 689, 579,
561, 417, 271. Las constantes espectroscopicas de RMN de 'H y BC corresponden a las

descritas para la eSqam_onina [ aislada de Convolvulus scammonia (Noda et al., 1990)..

Escamonina II (2) (tg = 36 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 156-162 °C; [a]ﬁ -30{c 0.1,
MeOH); FAB-MS (modo negativo) m/z: {M — H}” 937 (CysH77040), 835 [M - H — CsH,O
- H,OJ, 689, 579, 561, 417, 271. Las constantes eépectroscépicas de RMN de 'H y de

Be corresponden a las descritas para la escamonina 11, aislada de Convolvulus scammonia

t

(Noda et al., 1990).

1

Orizabina V (3) (tg = 20 min): S6lido amorfo blanco; p.f. 128-130 OC; [alp =33 (¢ 0.1,
MeOH); RMN 'H y Be (ver los .cuadr'os 2y 3);'FAB-MS (modo ﬁegativo) m/z: 1037 (M
—H]", 993 [M - H— C,H,0], 937 [M - H - CsHg0,]", 909 [993 - CngO]_,;Sgl [909 -
H,0J’, 835 [937 ~ CsH0 ~ H,OT, 6.17, 561, 417, 271; HRFAB-MS m/z: 1037.5525 [M

- H]_; C50H35022 re’quiere 1037.5533.
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Orizabina VI (4) (i ='.22 min): Solido amorfo blanco; p.f. 128—133 °C; [o]p —-38.6 (¢
0.1, MeOH): RMN 'Hy "C (ver los cuadrosl2 y 3); FAB-MS (modo negativo) m/z:1037
[M — HJ, 1023 [M < CH;]", 993 [M ~ H - C;H,07", 937 [M - H - CsH0:1, 909 [993 -
CsHgOl, 891 [909 — H,O] ", 887, 789, 661, 617, .561, 417, 271; HRFAB-MS m/z:
1023.5365 (M—CH3]" Caolly;Os2 requicre 10235376,

Orizabina VIl (5) (ix = 22 min): Sélido amotfo blanco; p.£. 127=134 °C; [alp =29 (¢ 0.1,
MeOH); RMN 'H y C (ver los cuadrds 2 y 3); FAB-MS (modo negativo) m/z:1037 [M -

HJ", 1023 [M - CHy], 937 [1037 — CsH;0,]', 891 [909 — HyOT', 789, 679, 661, 617, 561,

417 271 HR_FAB MS m/z 1023, 5333 [M CH3] C49H33022 requiere 1023 5376

Ls . g . [

Orlzabma VIII (6) (tR 30 mm) Solldo amorfo blanco p f 110-115 °C [cx]D -21.3 (¢
0.1. MeOH); RMN'IH y '3C (ver los cuadros 2 y 3); FAB-MS (modo negatlvo) m/z: 1037
M -H]. 993 [M-H- C,H,077, 937 [1037 — CsHgO-]", 891, 661; 617, 56"1, 417, 271,

HRFAB m/z: 1037.5547 [M — H]", CsoHgsOp requiere 1037.5533.

4 .
N

452 Obtencion de las orizabinas IX-XXI (7-19).

El andlisis de las subfracciones E y F utilizando el mismo sistema cromatografico
: que péfmitié la resolu¢ion de las subfracciones A-D (i_néiso 4.5.1) no resulté adecuado y,
por tal motivo se incrementé la proporcion de CH;CN a 95% en la fase moévil. El tamafio
de la muestra que se inyecto fue de 8 mg/500 pL. El empleo del reciclaje no mejoré la

resoluciéon de las subfracciones E y F. Por tal motivo, se fraccioné la mezcla FPJ
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mediante la técnic; de corte de nucleo -en una columna Cls (19 x 250 mm, 10 um) de
mayor resolucién (,SpherisorbR Waters). Las éondiciones analiticas. se:-l.é‘cciﬁbnadas fueron
las siguientes: fase.jmévil: CH;CN-H,0 (95:5); flyjo: 0.5 mL/mi‘n; volumen de infeccién:
20 ulL (2 mg/200 puL). El escalamiento al nivel préparatiVo utilizé un flujo de 8 mL/min y
se inyectaron 40 n{g/SOO [,I.L de muestra. El procesamientd de 2.183 g de la fraccién FPJ
permitié la obtcnci:én de las subfracciones I (tz = 23.8 min, 305 mg), II (tg = 26.7 min,
259.2 mg), III (tg = 29.8 min, 806 mg) y IV (tg = 33.4 min, 659.3 mg).

Se logro la _sleparaciéri de los constituyentes individuales de las subfracciones I, II1

y IV con- el empléo de las condiciones siguientes: columna NH, preparativa (19 x 250
mm, 10 um); fase fnévil:‘CH3CN—H20 (95:5); flujo: 4 mL/min; volumen de inyeccion: 8
mg/500 uL. De 8 é 10 cicélos se necesitaron para logr.ar separﬁr los compgestos 7 (47 mg),
8 (36 rﬁg), 9 (49 mg), 10 (59 mg) y 11 (32 mg) a partir de la subi:raccién I. De la
“subfracciéon III se" purificaron los constituyentes 12 (62 mg), 13 (130 mg), 14 (130 mg) y
15 (136 mg). De_lal subfraccién IV s¢ lograron aislar los compuestos 16 (50 mg), 17 (120

mg), 18 (84 mg) y 19 (84 mg).

Orizabina IX (7):‘Sc’)lid0‘émorfo_ blanco; p.Af. 124-127 °C; [a]p =29 (c 0.2, MeOH); RMN
'Hy C (ver los cuadros 7, 8 y 9); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M - HJ", 1075
[M-H- C2H4O];, 1019 [M - H - CsHg0,]", 973 {1019 - C;H, - H;O]v‘, 919 [1109 -
CngO - H,07, 661,‘E 617, .561, 417, 271; HRFAB-MS m/z: 1119.5968 [M - HJ",

C55H91023 requiere 1119.5951.
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Orizabina X (8): Solido amorfo blanco; p.f. 118-120 °C; [alp —54.5(c 0.1, MeOH),
. RMN 'Hy "C (ver los cuadros 7, 8 y‘é); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1105 [M — HT,
1019 [M - H = C;H,0 = C3Hel", 1005 [M = H - CsHzO,', 661, 617, 561, 417, 271;
HRFAB-MS m/z: 1105.5751 [M — H]", C54HzgoO4;3, requiere 1105.5794. ~

‘ Orizabinar XI (9): Solido aniorfo blanco; p.fo 118-122 °C; [a]p ~49 (c 0.26, MeOH);
RMN 'H y C (ver los ‘cuadros 7, 8 y 9); FAB-MS (modo positivo) m/z: 1107 [M + H]";
" 961, 861, 681, 491; 433, 427, 299; positivo HRFAB-MS m/z: 1107.5812 [M+H]

CsiHy1Oas, requiere 11075951 ” -

Orizabina XII (105:‘ Solido amorfo blanco; p.f. 123-125 °C; [a]p —49.4 (¢'0.61, MeOH);
RMN 'H y "°C (ver los cuadros 7, 8 y 9); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1105 [M - HJ,
1019 [1105 — CoHyO —-C3Hel, 1005 [1105 — CsHyO,J, 973 [1105 ~ CHO -
C.HO-H,0", 679, 661, 617, 561, 417, 271; negativo HRFAB-MS m/z: 1106.5875 [M]"

requiere 1106.5872.

Orizabina XIII (11): Sélido amorfo blanco; p.f. 1202123 °C; [a]p 49 (¢ 0.2, MeOH);
RMN "H'y °C (ver los cuadros 7, 8 y 9); FAB-MS (modo positivo) m/z: 1107 [M + HY',
961, 861.6, 699, 581, 427, 299, 272, 229, 199: positivo HREAB-MS m/z: 1107.4532 [M +

S A

H]}, C54H910'23:, requiere 1107.5951.
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Orizabina XIV (12): Solido amorfo blanco; p.f; 119—122 °C; [a]p —35.2 (¢ 0.2, MeOH);
RMN 'H y 1C (ver los.cuadros 10 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M - HJ,
1019 [M ~ H - CsH3O,]7, 973 [1019 — C,Hy — H,0], 789, 680, 661, 617, 561, 417, 271;

negativo HRFAB-MS m/z: 1119.6008 {M — HJ, Cs5Hs, 0,3, requiere 1119.5951.

Orizabina XV (13): So6lido amorfo blanco; p.f. 110-112 °C; [a]p ~34.7 (¢ 0.2, MeOH);
RMN 'Hy PC (ver los cuadros 10 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M - HJ,
1019 [M - H — CsHzO,], 973 [1019 - C,H, — H,0T7, 661, 617, 561, 417, 271; negativo

HRFAB-MS m/z: 1119.6001 [M - H]"; Cs5sHg 013, requiere 11 19.5951.

Orizabina XVI (14): Solido amorfo‘ blanco; p.f. 120-122 °C; [a]p -20.7 (c 0.2, MeOH);

RMN 'Hy "°C (ver los cuadros 10 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M - HJ,
1019 [1119-CsHgO,T", 973 [1019 - C;H, — H,01, 789, 679, 661, 561, 417, 271; negativo

HRFAB-MS m/z: 1119.5968 [M - HJ, CssHo O3, requiere 1119.5951.

Orizabina XVII (15): S6lido amorfo blanco; p.f. 124-127 °C; [a]p ~26 (¢ 0.2, MecOH);
RMN 'H y "°C (ver los cuadros 10 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M — HT,
1075 [M - H - C,H 07, 1019 [M — H — CsHgO,]", 661, 617, 417, 271; negativo

HRFAB-MS miz: 1119.6072 [M ~ HJ", CssHg;Oz3, requicre 1119.5951.

Orizabina XVIII (16): Solido amorfo blanco; p.f. 112-115 °C; [a]p —-26.5 (c 0.2,

' MeOH); RMN 'H y *C (ver los cuadros 11 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1121
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[M - HJ, 1021[M - H - CsHzO,]", 975 [1021 .— CH, - H,OT, 679, 661, 561, 271;

negativo HRFAB-MS m/z: 1121.6088 [M — I—f]‘, CssHg30,3, requiere 1121.6107.

Orizabina XIX (17); Sélido amorfo blanco; p.f. 114-116 °C; [a]p —30.6 (¢ 0.2,. MeOH);
RMN 'Hy C (ver los cuadros 11 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1121 [M — HJ,
1021 [M — H - CsH;0,]7,/789, 679, 661, 617, 561, 417, 271; negativo HRFAB-MS m/z:
1121 .I6194 [M - HJ", CssHg;053, requiere’ | 1216107 . . - o

o e o

Orizabina XX (18): Sélido amorfo blanco; p.f. 117-120 °C; [a]p —26.5 (¢ 0.2, MeOH);

RMN 'Hy "C (ver los cuadros 11 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1121 [M - H],

© . 1021 [M - H- CsHs04]7, 975 [1021 - C,H, - H,O1, 789, 679, 661, 561, 271; negativo

HRFAB-MS m/z:1121.6085 [M — H]", CssHg3003, réquiere 1121.6107.

Orizabina XXI (19): Sélido amorfo blanco; p.f. 111-113,°C; [a]p —21.5 (¢ 0.2, MeOH);
RMN 'H y "C (ver los cuadros 11 y 12); FAB-MS m/z (modo negativo) 1121 [M - HJ,
1021]1121 - CsHzO,]7; 790, 679, 661, 618, 561, 417, 271; negativo HRFAB-MS m/z:

-1121:6130 [M - H], Cs5Hg3043, rcquiere 1121.6107. e | ' R :

i
.
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4.6. Prepargcién de derivados de la jalapina de Ipoma’ed_ orizabensis.
4.6.1. Hidrolisis alcalina de las orizabinas V-XXI (7-19).

Entre 15.7 y 82 mg de 7-19 fueron tratados de manera independiente bajo reflujo a
95 °C durantq 2 ho'ras .con 5-10 mL de‘ K>;CO; (0.5 %). Al ﬁnél de la reapcjc?n‘, en cada
€aso se ajusfé aun bH de 3—4 con solucion de HCI (0.5 N) y se diluy(_) coﬁ H,O hasta 10
mL. Se efectuaron tres extracciones con éter etilico (3 x 10 mL), la fase orgdnica se lavd
con H,O dos veces (2 x 10 mL) y se concentr6é permitiendo la obtencién de una fracciéﬁ

organica de consistencia oleosa. El cuadro 1 presenta la cantidad de cada glicolipido

“hidrolizado y del residuo orgénico obtenido.

Cuadro 1. Saponificacion de 7-19

Compuesto Cantidad hidrolizada (mg) . Fraccion organica {mg)

7 558 . 45
- . 83 7.0
9 455 8.0
10 ' 52.0 16.0
1 _ 17.5. . .20
12 o518 5.8
13 82.0 - 4.0
ETREE as 40
15 519 93
16 ' 36.2 12.9
v 17 : 26
8 _ 420 | | 45

19 229 1.6
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4.6.1.2. Determinacion de la coﬁﬁgﬁracién absoluta de los dcidos 2';r}|etilbutanoico y
3-hidroxi-2-metilbutanoico.

o El residuo:”org.élﬁico prdveniérité de la hidrélisis alcalina de cadd una de las
br‘izabinas;IX—XXI-"(7—19) ‘(inciso 4.6.1) sé‘ somefié a una reaccic';n de esterificacion con el
Bromu;'o de p—brorﬁéfendéilb. Cada una de las fracciones orgénricag se disolvié en 10 mL
"de acetona seca y la so‘lLlllci'é‘n se neutralizé con trietilamina. Se adicionaron entre 10 y 30
:'r'ng de bromuro de p-brorhbfenacilo. Después de 2 horas, la mezcla“de reaccién se
concentrd y se extrajo con llO mL de éter etilico (tres veceé). Las mezclas de reaccién
fueron sometidas a CLAP utilizando una columna dé SiO, (19 x 150 wim, 10 pm), una
fase movil de n-hexano—AcOEt (7”:3) y un ﬂu~j0' de 2.0 mL/min para generar dos picos:
fr1 (3-14 mg, tg - 6 fnin)‘ y fr2 (1.2-3.4 mg, t[‘{ =12 min). 'L_a fraccién de mayor

polaridad correspondi¢ al nilato de p-bromofenacilo.

Nilato de p-bromofenacili?:'Sc')lido cristalino blanco; p.f. 68-70 °C; RMN '"H (CDCl;,
| 300 MHz): 6 7.79‘(2H, d, J=8.7 Hz, Ar), 7.65 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar), 5.45 (IH,' d,J=
16.5 Hz, CH,), 5.34 (1H, d, J = 16.5 Hz, CHy), 3.97 (1H, dq, /= 6.3, 6.3 Hz, H-3), 2.63
(lH,.dq, J=172,6.3 Hz, I—il-‘2), 1.30 (3H, d, J = 6.30 Hz, 3Me), 1.25 (3H, d, J=17.2 Hz,
2Me). Las constantes espectroscopicas de los residuos de niloilo son idénticas a las
descritas para el iséméro treo (Du et al., 1998; Miyahara et al., 1996; Noda et al., 1988a).
Debido a la cantidad ﬁiﬁifﬁa de muestra no se determind la rotacion Optica de cada
residuo este‘riﬁcado. Posterior a la determinacion de la configuracion absoluta de cada‘

residuo niloilo, se encontrd que las orizabinas X (7), X (8), XIII (11), XIV (12), XVII




i

(15), XVIII.(16) y XXI (19) gcnérarpp_ el .%igstz_groi’sc%m%:‘ro iR,3R, ‘mientras que las
orizabinas XI (9)' XII (10)‘ XV (13), XVI (14); XIX17)y XXI (18) el 25,3S.

La frl se sometlo a un segundo ana1151s en CLAP en una columna de fase normal
(SlOz) (150 x 19 mm 10 um) con un sistema de elucion de n- hexano—AcOEt (92:8) y un
flujo de 2.0 mL/mEn para obtener tres picos: el primero (tr = 13.4 min) correspondio al

metilbutirato de pibromofenacilo generado a partir de los compues'tos 7 y 12-19, ¢l

;
q

'segundo pico (tg =:15.2 min) resulto ser el 1sobut1rato de p bromofena0110 presente en las

1

. mezclas obtenidas de los compu’estos 8-11yel ultlmo pico (tg = 16.1 min) correspondld
al tiglato de p-broélofen'acilo observado en las mezclas théni'das de los cqmlﬁuestos -

i

15.

“ F

25) Metnlbutlrato de p- bromofenac:lo ~Solido amorfo bianco [a]D +186 (c 1.0,

MeOH) 'H NMR (CDCls, 300 MHz) & 7 78 (2H, d J 8. 7 Hz Ar), 7.64 (ZH d J 8.7
Hz, Ar), 57.29 (2H, ;), 2.56 (1H, dq, J=6.9, 6.9 Hz, H-2),1.24 3H, d, J=6.9 Hz, 2Me), |
0 98 BH, t, J=7. S Hz, 3Me). Los datos fisicos y espectroscopicos corresponden a los
descrltos para el (2S) metllbutlrato de p-bromofenacilo (Ono et al., 1990D).

¢

- Isobut.irato de p-b}omofenaciloz Solido amorfo blanco; NMR 'H (CDCI3, 300 MHz): 6 -

778(2Hd.] 87Hz Ar)763(2HdJ 8.7 Hz, Ar), 5.29.(2H, s)274(1H sept., J'

—69HZ) 126(3H dJ 6.9 Hz, Me), 1.24 (3H, dJ 6.9 Hz, Me).

;e 3T



Tiglato de p-bromoferiacilo’ Sélido amorfo blanco; NMR 'H (CDCI; 300 MHz): 8 7.80
(QH, d, J=§7 Hz, Ar). 7.64 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar), 7.04 (1H, qq, J = 69,15 Hz, H-3),
" 534 (2H, $). 1.9 (3H, m, 2Me), 1.84 (3H, dd; /=69, 1.5'Hz, 3Me). - |

o St . f . . :
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4.6.1.2.1. 'lir'epara'c‘iéln de los ésterés de Mosher del nilato dé p-bromofénaciio
A una solucion' dél nilato de p-bromofenacilo (0.5-1.6 mg) en diclorometano seco

‘se adicionaron-4-(dimetilarino) fairl:d‘iria (DMAP; 2'mg). diciclohexilcarbodiimida (DCC,
6 mg) y cloruro dé (R)(-)-t-inetoxi-otrifluorometilfénilacetilo (MTPA-CI, 4-8 mg).
‘Después de 12 horas 'éé reposo se agregaron 5 mL'de H,0'y 10 mL de éter etilico y se
agitod vigorosamente por 16 min (Dale y Mosher 1973; Ohtani ét al., 1991; Rieser et al.,
1992). La fase orgénica se tratd en CLAP en una colﬁmna semipreparativa de SiO, con
uima Fase ‘movil dé n-Hexano—AcOEf (95:5) y un flujo de 2.5 mL/min para producir
R 0.'3—.1.3 'nrn"g del éété’r'(é’)-MTPf"\ del nilato de p-bfofn'o'fe'ﬁaci'lo; El tratamiento con el (S)-
(+)MTPTA-C1 ﬁti‘lizﬁndé la' metodologia descrita ‘antericrmente produjo 0.3-112 nig del

" correspondicnte ster“(R)-MTPA. 'Los compuestos 9, 1-0.,"13,- 14,17 y 18 proporcionaron
el siguiehte"' p’af de é:'stere;s.'d'e Mosher diasteroisoméricos:
s Eéter\(S)-l\)d"f’PA del nilﬁf(;’ﬂe p’-:bl‘dm()fenac'il‘o (28, 38): Salido cristalirio-*-l';lzin.c.o“; [a]p
'_§.8(c 1.2, CHCly); RMN"'H (CDCls, 300 MHz) & 5.47 (1H, dq, J = 7.2, 63 Fins EL3),
527 (1H, d, J = 16.2 Hz, CH,), 5:18 (1H, d, J= 16.2 Hz; CHy), 2.96 (1H, dq; J= 7.2,7.2

Hz, H-2), 1.36 (1H, d,J =63 Hz, 3Me); 1.31 (IH, 4, J = 7.2 Hz, 2Me).
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Ester (R)-MTPA del nilato de p-bromofénacilo-(2S,-3S)_: Solido cristalino blanco; [a]p
+8.8 (c 1.1, CHCl;) RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 8 5.47 (1 H, d, J = 72, 6.6, H-3), 5.13
(1H, d, J=16.5, CHy), 5.04 (1H, d, J = 16.5, CH,), 2.93 (1H, dq, J=7.2,7.2, H-2), 1.44

(3H, d, J= 6.6, 3Me), 1.24 (3H, d, /= 7.2, 2Me).

A partir de los'cdmpuestos 7, 8, 11, 12, 15, 16 y 19 se obtuvo un segundo par de

diasteroisomeros: .

Ester (R)-MTPA del nilato de p-bromofenacilo (2R, 3R): Solido cristalino blanco; {alp
+7.0(c 1.0, CHCI3) 'H-NMR (CDC13, 300 MHz) 0547 (1 H,dq, J=17.2, 6.3 Hz, H-3),
5.27(1H, d, J=16.2 Hz, CHy), 5.18 (1H, d, /= 16.2 Hz, CH;), 2.96 (1H, dq, J= 7.2, 7.2

Hz, H-2), 1.36 (1H, d, J= 6.3Hz, 3Me), 1.31 (1H, d, /= 7.2 Hz, 2Me).

Ester (S)-MTPA del nilato de p-bromofenacilo (2R, 3R): Sélido cristalino blanco; [a]p
«6.6 (¢ 2.2, CHCI;)RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) 8 5.47 (1 H, d, /= 7.2, 6.6 Hz, H-3),5.13

(IH, d, /= 16.5 Hz, CH,), 5.04 (1H, d, J= 16.5 Hz, CH;), 2.93 (1H, dq, J= 7.2, 7.2 Hz,

H-2), 1.44 (3H, d, J= 6.6 Hz, 3Me), 1.24 (3H, d, J = 7.2 Hz, 2Me).

4.6.2. .Acetilacié_n de la orizabina VIII (6) y de las subfracciones E y F.
A 17.2 mg de 6 se adicionaron 0.5 mL de piridina y 0.5 mL de anhidrido acético.
La mezcla de reaccion se dejo en agitacion continua a temperatura ambiente 'durante 24

horas. Posteriormente, el exceso de anhidrido acético se elimind con 2 mL de H,O
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destilada y se agit6 durante 5 min, la mezcla se extrajo con acetato de etilo'(3 x 5 mL). La
fase organica se traté con HC1 0.1 N.(2 x5 rﬁL), seguida de un tratamiento alcalino con
una solucién saturada de NaHCOj; (2’ x 5 miL) y por tltimo, se lavé con H,0 (2 x 5 mL),-
se secod con Na,SO, anhidro y se concentré a séquédad bajo presic’)ri reducida. Fsta
reaccion produjo el compuesto 21 (derivado peracetiléd_o de la orizabina VIII), el cual se
purificé mediante CLAP (inciso 4.6.2.1)

El ﬁ]ismo procedimiento se hizo con las subfracciones E (61.5'mg) y F (82.1 mg)
para preparar sus derivados acetilados correspondientes, pero incrementgndo la cantidad
de piridina y anhidrido ‘acético a 1 mL en cada uno. Las mezclas de reaccién fﬁeron

analizadas por CLAP para obtener los derivados 20 y 22-25 (ver inciso 4.6.2.1.). " )

4.6.2.1. Separacién de los cOmpuesltOS'20-25 mediante CLAP. - -

‘Se hicieron pruebas en CLAP al nivel analitico para los derivados 20-25 y la

' .columna‘adecuada resulté ser la de gel de silice (yPorasil'™, 3.9 x 300 mm, 10 pm,) con

©- las siguienteg condiciones:  fase mévil,l n-hexano—AcOEt (1:1), concentracion de la
muestra: 10 pg/.mL., volumen de inyetcion: 20 ul. Al ni'Vel preparativo:-columna de gel de
si‘lice (ISCO, 21.2 x 25'0 mm, 10 pm)l, ﬂujo: 6:0 mL/m'in, concentracion de lﬁ muestra: 20
mg)mL y volumen de inyeccién: 500 ul. be esta forma fugron purificados los peracetatos
20 (tg :.34.3-2 min, 15 mg), 21 (tg = 36 min, 12'mg), 22 (tg = 31.23 min, 13 mg), 23 (tg =
" 3250 min, 14 mg), 24 (tx = 34.65 min, 11.5 mg) y 25 (tg = 36.45 miin, 16 mg) cuyas

" constantes espectroscopicas (RMN 'Hy "°C) se incluyen en los cuadros 4, 5'y 6
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4.7. Preparacién de derivados a partir de la convolvulina de Ipomoea purga.
4.7.1. Hidrolisis basica de las fracciones I-VIL

Las fracciones: obtenidas (I-VII) del ex.tracto metanolico (convolvu.lina) se
sometieron a hidréiisis basica. Cada 'fracc.ic')n (‘10 mg) se tratd con 3 mL de KOH (5 %) y
la mezcla de reacci§n se déjc’) bajo reflujo (95 ° C) durante una hora. Se ajusto él pHa4.0
con HCI' (4N) y se: extrajo con éter etilico (2 x 5 mL). La fase acuosa se extrajo con ‘n-
butanol (2 x 5 mL) y el disolvente se eliminé con ayuda de una bomba de alto vacio. Cada
fraccion (I-VII) éroporcioné una mezcla de acidos gliéosidicos que fu.eron analizados por
cromatografia en' placa, -utilizando un sistema de elucién constituido por
CHCI1;-MeOH-H,0 (6:4:1) (ver fig. ll3).

La ﬁ_‘acci()n’; II (400 mg) se sdmetié al mismo tratamiento alcalino descrito
anteriormente, cor{servando las relaciones de volt’lménes de reactivo a utilizar, y se
obtuvieron 421.9 n;lg del producto de hidrolisis (G1). E_sté producto fue esterificado con
diazomet_ano para'posteriorlﬁente efectua;’ la separacién de los compuestos _26—28

mediante cromatogi‘aﬂa de liquidos (CLAP) (ver inciso 4.7.3.2.1.).

4.7.2. Hidroélisis Acida de los ésteres pilirgicos A (26) y B (27).
De manera independiente, a 40 mg de 26 y 15 mg de 27 se les agregaron 10 mL de
HCI1 (4 N) y cada mezcla se calentd bajo reflujo a 90 °C durante dos horas. La mezcla en

cada caso se diluyo cbn 5 mL de H,O y se extrajo con €ter etilico (3 x 10 mL). La fase

acuosa se neutralizo con KOH (1 N) y se extrajo con #-BuOH (3 x 10 mL). Esta fase
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" orgénica se lavo con H,O (2 A$< 5 mL) y el disolvente se évaporo al vacio para obtener una
mezcla de monosacaridos que fue analizada pof CLAP (ver inciso 4.7.2.1.).
La fase organica de la primera extracéion (etérea)se disolvié en 10 mL de
cloroformo y se estefificé con un exceso de CH,N, (ver inciso 4.7.3:3.). La mezcla de
" reaccion se concenirod al vacio y se analizo mediante CLAR.(ver inciso 4.7.3.3.1.). De.esta
forma - se lograron obtener los ésteres ‘metilicos de los 4¢idos convolvulinico (31) y
jalapindlico (32_) de 26 y 27, fespectivamente.

LI}

., 4.7.2.1. Analisis de los carbohidratos pres,entes-en 26 y 27 mediante CLAP.

Los extractos butanolicos obtenidos de las hidrélisis acidas del 26 y 27 (ver inciso
4.7.2.) fueron analizados en CLAP en una’colum’ne‘l‘par-a_' cquboh.idratgs (Waters) (3.9 x
300 mm; 10 pum) con las s_iguientes condiciones: fase mévii: CH;CN-H,0 (85:15), flujo:
| mL/min, con;:entracién de la muestra: 5 mg/mLy volumen de inyeccion: 20 ul. Para la
identificacion de .los monosacéridos presentes, se inyectaron de manera independiente
diversos estindares de referencia y las mezclas de mqqosacéridos. Posteriormente, se
efectuaron coeluciones con los estandares que desarrollaron tiempos de retencion (tg)
similares a los detectados en la mezcla de hidrolisis. .Dé esta forma, se identificaron: la L-
ramnosa (tg = 6.9 min), la D-qﬁinovosa (tr = '('.3 min),- la D-fucosa (tz-= 8.3 min) y la D-

glucosa (tg = 13.6 min).
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4.7.3. Reacciones de eslterific—acién-.‘
4,7.3.1. Generacion del-diazometano. -

Para la generacién del diézometano, é una solucion de KOH (5 g en 7.5 mL de
agua), 25 mL‘de_: EiOH y 15 mL de éter, se adictonaron 30 mL .d_e.u.na solucidn etérea de
N-metil-N-nitroso-O-toluénsuifo—namida (21.5 g). La mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion continua jf?ll bafio fnari_a (58-60 °C). Después de 5 minutos, el CH;N, se colectd

mediante destilacion en 20 mL de éter en baiio de hielo.

4.7.3.2. Esterificacion de G1.

A la mezcla G1 (400 mg) disuelta en 10 mL de metanol se adicioné un exceso de
la solucién eté_rea de diazometano para llevar a cabo la reaccion de esterificacion. La
adicién del diazorﬂétano se hizo hasta que ceso el desprendimiento de N; en el medio de

reaccion. Se obtuvieron 423.5 mg de la mezcla esterificada (G2) y la purificacion de

" 26-28 se hizo mediante CLAP (ver inciso 4.7.3.2.1.).

4.7.3.2.1. Separacién y purificacién de los derivad’os esterificados (26-25). ,

Las condic'iones al nivel analitico que permitieron la separacion de los
componentes de lé mezcla G2 fueron fas siguientes: columna amino (NH;), fase mévil:
CH;CN-H,O (78:22), flujo: 0.5 mL/min,. conceﬁtraci(’)n de la muestra: 10 pg/ml y
volumen de inyec;:ién:' 20 pl. El escalamiento de lasr condiciones analiticas al ﬁivel
prepar'ativo permitié obtener cantidades suficientes de cada componente de la mezcla G2

- para su caracterizacion,
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La muestra G2 se resolvié en tres picos mayoritarios que se colectaron para
posteriormente inyectar‘los en las mismas condiciones y lograr su purificacion mediante la
" técnica de reciclaje de muestra. Los compuestos aislados y purificados fueron los
- .siguientes: |
NS e
Ester metilico del acido plrgico A (26) (52 mg, tg = 25.73 min): Solido amorfo blanco;
p.f. 152-154 °C; [alp ~77 (¢ 1, MeOH); RVMN 'Hy °C (ver cuadros 16, 17 y 18); FAB-
- MS (modo negativo) m/z: 1165 [M - H]7, 1019 [M - H - CeHgO4]", 857 [1019 -

CeH10Os], 711 [857 — CeH 190417, 565 {711 — CeH1004] ", 403 [565 — CeH 100517, 257 [403

4
. [ -

- C6HIOO4]—-

" Ester metilico del dcido bﬁ'ﬁgico B (27) (30 mg, tg = 23.38 min): S6lido éﬁiorﬂ) blanco;
pf. 145-148 °C; [alp 29 (¢ 1, MeOH); RMN 'H'Y "°C (Ver cuiadros 16, 17y 18); FAB-
MS (modo negativo) m/z: 1193 (M = HI, 1047 [M - H - CgHiOi]", 901 (1047 -

CsH1004]7, 739 [901 — CeH 00517, 593 [739 — CeHioO4T 431 [593 — C¢H,40s5] 7, 285 [431

— CoH1004] ™. |

1 ' . L
Fa €. . T"g ' . Hj : 4 YL -: ; "r

LA

Eter monometlllco del ester metlllco del ac1d0 purglco A (28) (30 mg, tR = 18 8 min): ‘
' S6lido amorfo blanco P £ 117-120 °C: RMN 'H y 1°C (ver cuadros 19 y 20); FAB-MS
.modo negativo m/z: 1179 [M - HJ, 857 [M H C H1005 —'CGHIOO‘;—- CHZ] 565 [857

AR RS N

— CgHygO04— CH 004] "
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4.7.;_3.3. Esteriﬁcacién de los acidos ja!abinélico Y convolvulinico.

- Una muestra. de. 5 ‘mg del 4cido con-vol:vulinico obtenido de 27 y 10 mg de.écido
jalapinolico de 28 se dlsolv1eron én 5 mL de eter etlhco ya céda solucién se adiciono un
exceso de CHZNZ Las mezclas fueron analizadas mediante CLAP (ver inciso 4.7.3.3. 1)y

. se obtuvieron los dquvados 31 y32apartirde 28y 27, re_spectlvamente.

‘_4.7.3.3..1. Purific_ac?_i(’)n mé(iiantg CLAP del éonvolvulinato (31) y jalapinolato (32) de
* metilo. . S "

Los compueétos 31 y 32 se purificaron en una'cdlumna"de Si0;, preparativa (ISCO,
21.2 x 250 mm, }10 um); | fase movil: n-hexano-cloroformo-acetona (6:3:1}, flujo: 6

. mL/min e inyeccién: S00uL. Se obtuvieron 2 mg dé 31 (tx = 16.4 min) y 4 mg de 32 (tg =

15 min).

Ester metilico del acido convolvulinico (31): S,élido, blanco; p.f. 27-29 °C; [q]D +1.5(c
2.0, CHCl;) RMN 'H (300 MHz, CDCl;, TMS). 6 0.93 (t, /= 6.6 Hz, Me-14), 1.64-1.24

(m, H-3 a H-10 y H-12 y H-13), 2.3 (t, J = 7.2 Hz, H-2), 3.6 (m, H-11), 3.7 (s, CO,CHj).

Ester metilico del acido jalapinélico (32): Solido blanco; p.f. 46-47 °C: [a]p +1.0 (¢
2.0, CHCl;) RMN 'H (300 MHz, CDCl;, TMS) 8 0.89 (1, J = 6.9 Hz, Mc-16), 1.64-1.23

(m, H-3-10 y H-12-15), 2.30 (t, J = 7.2 Hz, H-2), 3.59 (m, H=11), 3.67 (s, ~CO,CH}).



4.7.4. Reacciones de acetilacion de 27y 28.. <. shert o 0 0 T TS
" De taneta indep'éndiente 19 mg de 26 y-25 mg.de 27 §e-.di‘sol_yier0n en 0.5 mL de
piridiﬁa--y'O.S‘mL de anhidrido Acético.- Cada mezelade feaccién se dejd en agitacion a
"' temperatura ambienté»'dtiraﬁte 24 horas. Se-adiciondron 2-mL:de H,O destilada y se
extrlajo- con.AcOEt-(S’rjriL)" dos veces. La- fase 'prganica' se'lavo con HC1 (0.1'N) (2 x 5
mL), posteriormente con una solucion séturada de NaHCO; (2 x 5 mL) y por altimo, con
) HZO (2x5 mL). Se srf-:&,(’)T ‘co';ri NaZSO4 anhidro y‘ée concentrd a a pre;éiéri 'redu’cifc_i_é'. Esta
reaccién produjo los compuestos 29 y 30, de 26 y 27 respectivamente, que fueron

puriﬁéédos mediante CLAP ;'(;/er‘ inciﬁs'o'4.r7!.4‘. 1).

Al .
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4741 Plrificicion de 20y 30 - - ool oo
La purificacion al nivel preparativo de los dérivados 29 y 30 se hizo con el sistema
cromatogréfico descrito anteriormente (ver inciso 4.6.2.1.) a excepcion de la fase movil
3 ;iftiliié;xda y que‘lc'o-r.reépohdi'é al sistema binario de CHCl;~Me,CO (9:1). De esta forma, se
' 1pur-if"lca'rloin 29 (ta = 17.6 min, l26 Hg) '3;73-0 (tR. = 29.86 min, 28.3 mg), cuyas coristantes

- espectroscopicas de RMN 'H ¥-°C se presentan ¢n los cuadros 16, 17y.18.

"'4.7.5. Reacciones desilitacion” 7 . o0 T T T o
" ' | De manera independiente 3 mg de 31 y 1 mg de 32 s¢ hicieron reaccionar con 0.2
- mL:-del reactivo SIGMA; SIL-A, una mezcla- de‘trimetil_c[orosilano-hexametildisilano-

piridina (1:3:9), a 70 ° C durante 5 minutos para formar los derivados 33 y 34,

respectivamente. Estos compuestos fueron sometidos a analisis mediante cromatografia
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de gases acoplada a; espectrometﬁa de masas (Ei:MS). La temperatura en la columna fue
de 100 °C durante el p_p{me;' minutoly se progfamé para alcanzar 250 9C a una velocidad
de 10 °C/min. El compuesto 33 mostro el patréon de ffagmentacién; EM-IE m/z (%) M"
330 (0.27), 315 (3.46), 287 (66.79), 258 (9.51), 145 (100), 73 (35.45); en tanto que el
eépectro de me;sas del derivado 34 presento los siguientes picés: EM-IE m/z (%) M 326

(24.39), 311 (73.17), 287 (59.75), 173 (100), 73 (46.34).

4.7.6. Preparacion de los ésteres de Mosher de 31y 32. |

" De forma ihdépendiente 31 '(0.8 mg) v 32 (2.0 mg) se disolvieron en 0.5 mL de
CH,Cl, seco, se adicionaron 4 mg del reactivo (R)‘MTf’A-Cl, 2 mg der DDC
‘(diciclohexilcarbodiimidaj.y'S mg de DMAP (dimetilaminopiridina). Cada reaccion se
dejo reposar a temperatura ambiente durante .24 horas. A cada mezcla se adicion6 5 mL
de agula y se dejo en agitacion 10 minutos. Se efectuaron extracciones de las mezclas con
éter (3 x 5 mL). El disolvente se ;liminc’) y los productos de reaccion se purificaron
mediante cyomatograﬂa en placa utilizando n-hexano—AcOEt (9:1) como sistema de
elucién. El mismo procedimiento se usé para preparér y purificar el derivado
diasteroisomérico con el (S)-MTPA-CI para el jalapinolato de metilo (32) y el derivado
-(R)-MTPA del coﬁvolvulinato de metilo (a partir de 31). Sé logro obtener 0.9 mg y 1.0_
mg de los derivados del (S)-MTPA y (R)-MTPA de 32 respectivamente, y 0.8 mg del (R)-
MTPA de 31. Las constantes espectroscopicas (RMN 'H) de los compuestos obtenidos se

presentan a continuacion:
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(5)-MTPA de 31 (convolvulinico): Solido cristalino blanco; RMN 'H (CDCls, 500 MHz)
5 0.85 (3H, t, J = 7.3.Hz, 14Me), 2.29 (2H, t,J = 7.5 Hz, 2CH,),13.55 (3H, q, J = 1.2.Hz,
OMe), 3.66 (3H, s; COOMe), 5.09 (LH, tt, J= 5.3, 7.0-Hz, H-11). . T

" "(R)-MTPA de 32 (jalapinélico): Solido cristalino blan¢o; RMN 'H (€DCl;, 500 MHzI) 5
0.88 3H, t, J=69 Hz, 16Me), 2.29 (2H, t, J = 7.5 Hz, 2CH,), 3.56 (3H, q, J = 1.2 Hz,
OMe), 3.66 (3H, s, COOMe), 5.08 (1H, tt, J= 5.5, 6.7 Hz, H-11).

Lt ' T

(S)-MTPA de 32 (Jalapmollco) Solido cristalino blancoy RMN 'H (CDC13, 500 MHz) &

B 084 (3H, t, J= 69HZ 16Me); 2.29 (2H, t, J = 7.5 Hz, 2CH2) 3.56 (3H, q, /= 1.2 Hz,

OMe), 3.66 (3H, s, COOMe), 5.08 (1H, tt, J= 5.5, 6.7 Hz, H-11).

B ) ‘ A P e

st :, .
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4.8. Prueba de citétoxicidad. '

Las lineas ceiula’res derivadas de tumores humanos usadas para estas evaluaciones
fueron: cancer cérvico uterino (UISO-SQC-I), carcinoma‘nasofaringeo (KB), cancer de
utero (éVCAR) y cancer de colon (HCT-15). De acuerdo a lﬁ técnicas descritas en la
literatura (Likhiy\\;itayawuid et al, 1993; Suffness y Pezzuto,‘ 1991}, las células se
“mantuvieron en medio RMPI 1640 (10X) complementado con su.ero fetal bovino al 10 %.
‘Todas las lineas celulares se cultivaron a 37" C en una atmosfera al 5 % de CO, en aire y
100 % de humedad.

Las células en fase log de su ciclo de crecimiento se sometieron por triplicado a
diferentes concentraciones de las muestras a evaluar (0.16 a 20 pg/ml) y se incubaron
durante 72 horas a 37° C en una atmésfera humidificada al 5 % de CO;. Este ensayo se
efectud por (ios métodos:

1) Evaluacion en tubo de ensayo. Por triplicado, se adicionaron 2.85 mL de la
suspensién celular (25,000 cel/mL) a los tubos de ensayo que previamente
cc;ntienian b.lS mL de la muestra de prueba disuelta en DMSO en diferentes
concentracipnes (20, 4 y 2 pg/mL). Se.prepararon' tubos coﬁtrol cqn.teniendo
L’micamentej la suspensic_')n celular.

1) Evaluacion en microplacas de pldstico. Se usaron microplacas de 96 cavidades con
capa.cidad para 1.7 mL con i90 uL de suspension celular (25,000 cel/mL) y 10 pL
:de la-muestra disﬁelta en DMSO en diferentes concentraciones (20,4.0,0.8y 0.16

pg/mL). De la misma forma, se preparé un control con suspension celular.
. .
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La concentracion celular se determind mediante la cuantificacion de las proteinas
fOtales (Lowry et al., 1951) en la evaluacién en tubo-y mediante el método de tincién con
la sulforodamina B (Skehan, ef al., 1990) en la-evaluacién en microplacas. Los resultados
se eXpresaro‘ﬁ como la concentracion que inhibié el 50 % del crecimient'o.de] control
después del periodo de incubacion (CEsp). Los valores fueron estimados a partir de una
gre’iﬁca_ semilogaritmica de-la concentracién del glicbli;jido“(pig/ml) contra ¢l porciento de
‘células viables y de acuerdo con-los procedimientos -establecidos por el NCI (National
Cancer Institute, EE. UU; Geran et al., 1972), se considero comorun'critevio de actividad
aquellos valores que preéentar'on una concentracion efectiva mé;dia (CEsp) 'menor de 20
pg/ml pard los extractos v de 4 ug/mL para los compuestos puros (Suffness y Pezuto,

1991).
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5. Resultados y discusiones

5.1.-Estudi0 fitoquimico de la raiz de Ipomoea orizabensis (Ipomoea tyrianthinae).

Un 'estudio preliminar de las resinas de 1 'tyr.ianthlinae (I. orizabensis) (Sosa-
Vasquez, 1993) demostrd que los glicolipidos de esta resina presentan el mismo nucleo
oligosacarido que- se.cncuentra en la jalapina de I stans (Enriquez e‘t‘ al,‘1992) y
Convolvulus scammonia (Noda et al, 1990), el acido (lilS) 11-0-6-deoxi-B-D-
glucopiraﬁésil-( 1—4)-0-6-deoxi-a-L-manopiranosil-(1 —>2)-Q-B-D-glucopirénosil-‘ |
(1‘—>2)-6-deoxi-ﬁ-D-glucopiranésido hidroxihexadecanoico (4cido escaménico A, fig. 5),
por lo que el preéente estudio quimico de esta raiz se énfocc’) a la separacion de los
glicolipidos preséntes en la“mezcla de resinas glicosidicas que consﬁtuyen la jalapina. La
elucidacién estructural se hizo mediante técnicas de -RMN multinuclear pe;ra el
establécimiento del sitio de lactonizacion der la aglicona en el, nﬂc_leo oligosacérido_ yla
posicidn de esterificacidén para los diferente‘s.écidos de bajo pesovmolecular: acidos 2-
metilbutanoico (mb), 2-metilpropanoico (isobutirico, ib), 3-hidroxi-2-metilbutanoico
(nilic‘:o, nl) y 2(E)-metilbutanoico (tiglico, ltg)-. |

Una vez efectuado el fraccionamieﬁto inicial de la jalapina por cromatografia en
columna (S@Oz) (Sosa Vasquez, 1992), seriniciaron las primeras pruebas de separacion en
Cromatogréﬁa liquida de alta presion en fase normal (Si0,) y en fase inversa (Cig) COI; la
fraccion primaria FPJ. La cromatografia en placa de esta fraccion demostrd dos

componentes visibles al UV y por tal, razén las primeras pruebas de separacién en CLAP

se efectuaron con un detector de UV-VIS.
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De acuerdo con las investigaciones previas (Bah, 1997), las condiciones
cromatograﬁcas que han resultado adecuadas para la separacion de los constltuyentes

presentes en las Jalapmas de otras convolvulaceas mcluyen el uso de columnas de fase

. i

_ normal con soporte de gel de snllce (Noda et al., 1987) La myeccmn de una muestra

st

dlsuelta en alcohol tsoproplhco en una columna analitica (8102) demostro una escasa

‘ |
Y

aﬁmdad de la fase estac1onar1a por los compuestos presentes en la mezcla Esta prueba en

una columna de fase mversa (Clg) resulto en una altematlva para la resoluc1on de la

+
. —

muestra problema ya que condiciones 1nstrumentales analogas han sido utlllzadas con

€xito (Kogetsu et a[ 1991) De esta forma, en una columna analmca Clg se 1r11c:1ar0r1 una

T ’ .

serie de evaluacmnes para establecer la composwlon de la fase movil (MeOH—HZO) que

. a4 - T

permmera una separac1on m101al de los componentes de la mezcla. Asi se encontro que ¢l

snstema bmarlo seleccmnado en una proporcmn de 92 g permmo el fraccnonamlento en”

st

' L c

dos grupos prmc1pales subfrac1ones E (tz=79.9 mm) y F (tR 105 mln) _]l.lI’ltO con cuatro

)
.

minoritarias (A D) Para optlmlzar la resoluc:lon de las subfracmones mayorltarlas s¢

mcremento la proporcion de agua hasta 14% provocando una mejor separacmn de la

' o
' P

mezcla (fig. 14).

"1
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Figura 14. Analisis mediante CLAP de la fraccién primaria de la jalapina (FPJ) de
Ipomoea orizabensis. Condiciones columna Cig (3.9 x 300 mm, 10 um), fase movil:
MeOH-H,0 (92:8) (Superior) y (86:14) (Inferior), flujo: 0 2 mL/mm detector: UV (254
nm) e inyeccion: 20 pL (4.3 mg/110 uL).
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Con el proposito de disminuir los tiempos de retencién obtenidos con el sistema
MeOH-H,O se opto por un cambio en la fase moévil a la mezcla binaria constituida por

CH;CN-H,0 (4:1) para generar el perfil cromatografico mostrado en la figura 13.

AU ]
' 0s] -

osd -
04l
0.34

02]

0.1]

30 50 min

Figura 15. Resolucién de la fraceion priméria (FPJ) mediante CLAP. Condiciones:
. columna Cz (3.9 x 300 mm, 10 um), fase movil: CH;CN-H,0 (80:20), flujo: 0.5
mL/min, inyeccion: 20 L (6.2 mg/200 L) y detector: UV (254 nm).

Con el incremento en la proporcion del disolvent¢ aprético (CH3CN), los tiempos
de retencion disminuyeron apréximadamente a la mitad sin afectar la resolucion del
- cromatograma. En la figura 16 se ilustra el perfil cromatografico al nivel preparativo
empleando un_detector de indice de refraqcién y la fase movil compuesta por
CH;CN-H,0 (88:12). -

i El fracc.ionz;th'iéhto de FPJ en éolﬁmna C g al nivel prcbarativd m;é;diante la técnica

de corte de nicleo se efectud para reunir cantidades suficientes de las subfracciones A (tr

= 8 min), B (g = 11 min), C (tg = 14 min), D (tr = 17 min), E (t = 24 min) y F (tg = 30

54




min). Se inyectaron cada una de éstas subfracciones de manera independiente utilizando

la técnica de reciclaje de muestra (Bélh y Peredé-Miranda 1996; Kubo y Nakatsu, 19-90). -

my
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Figura 16. Cromatograma de la fraccion primaria (FPJ) al nivel preparativo.
Condiciones: columna Cis (21.2 x 30 mm, 10um), fase movil; CH;CN-H,0 (88:12),
flujo: & mL/min; inyeccion, 500 pL (100 mg/mL) y detector: indice de refraccion.

5.1;1. Separacion de las escamoninas 1 (1) y I1 (2) y Ias orizabinas V-VIII (1'—6).

Los tiempqs .de retencién cortos de las subfracciones A-D (tz<18 min) en el
sistema cromatografico de fase inversa (C,g) ﬁo resultaron adecuados para la' reinyeccion
de las muestras en el modo de recirculacion de muestra y ‘asri lograr la rséparacic’m de sus
constituyentes debido a la sobreposicién de los picos provocada después de cada reciclaje.

" Por lo tanto, se investigd una segunda fase estacionaria que permitiera incrementar el
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tiempo de retencion de cada subfraccion. La fase de aminopropilmetilsilano (NH,) usada
sen la separacion de las'.trlicolorinas ‘A-] (Bah, 1997) representé una alternativa que se
ensay® al nivel analitico y resulté adecuada él nivel preparativo con las siguientes‘
condiciongs: columna NH; (19 x 250 mm, 10um), fase movil: CH;CN-H,0 (92:8), flujo:
4 mL/min e inyeccion: 500 pl. (40 mg/mL). El reciclaje de las muestras (A-D) permitié

la purificacion de los comﬁuestos 1-6 (fig. 17).

i
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Figura 17. Cromatograma de la subfracmon C. Aplicacion del reciclaje de la muestra
_para la purificacién de la-orizabina V (3). Condiciones: columna NH; (19,x 250 mm, 10
pum), fase movil: CH3CN —H,0 (92:8), flujo: 4 mL/min e inyeccion: 500 nL (40 mg/mL).
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5.1.2. Separacién de las oringinas IX-XXI (4_/719). .

Las condiciones cromatograﬁcas usadas en la separacion de los aﬁécﬁacarldos 1-6,
no fueron adecuadas para resolver los componentes de las subfracciones E y F debido a
que estas mezclas presentaban una polaridad rﬁenor y probablemcnte también una mayor
complejidad. La retencién en la columna NH, fué muy pobre, in‘cluso la recirculacion de
la muestra no provoco una mejoria en la resolucion de las mezclas.

La separacion en colﬁmna C,3 de las subfraccionés E yF résulté satisfactoria (fig.
~ 18) con el empleo de un sisterna ternario constituido por CH;CN-MeOH-H,0 (50:34:16)
como fase mévil. Sin embargo, los tiempos de retencion resultaron démasiado largos y se

presentd el inconveniente de manejar un sistema moévil de tres componentes que dificultd

la recuperacion y reciclaje de los disolventes.

1000 45,00 s0.c0 s5.00 €0.00 £3.00 30,00 T T A

Minutes

Figura 18. Cromatograma de la subfraccion F. Condiciones: columna Cg (3.9 x 300 mxﬁ
10 pm); fase movil: CH;CN-MeOH-H,0 (50:34:16), flujo: 0 2 mL/mm inyeccidn: 20pL -
(1.2 mg/180 uL) y detector: UV (254 nm).
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Ante los resultados poco halagadores en las pruebas de - separacion de. las
subfracciones Ey F se;decidié analizar la comblejidad de las mezclas. En primer lugar, se
efectud la peracetilacion de estas subfracciones cuyos constituyentes. se resolvieron con
mayor facilidad al utilizar.la cromatografia en fase nofmal. La elucidacion estructural de
los mismos se discutird posteriormente. El éxito obtenido en la separacion. de los
derivados peracetilados perﬁitié proponer la hipétesis de la probable existencia de pares
de compuestos diasteroisomeéricos dond.e la diferencia estructural se encontraria en la
configuracion absoluta de los grupos .que esterifican el m’lcleo__ol'igosacérido. Esta
posfulacién habia sido propuesta con anterioridad para los tetrasacaridos constituyentes de
la jalapina de Ipomoea stans'(Reynolds et al., 1992). Sin embargo, en aquella ocasién no
se realizd ningin experimento que permitiera demést_rar esta obse;}/aqién. También se
demostrd median;e- los derivados peracetilados que la _lsubfrac‘:cicf)x‘] E se encontraba
constituida esencialmente por la escamonina [ (1). |

Como.intento adicional para lograr la separacién de los componentes de la
subfraccién F se inyectaron 8 mg de lé m"isma en una columna NH, pfeparativa con una
fase movil de CH;CN-H,0O (95:5) utilizﬁndo el modo de reciclaje de ia muestra. En la
figura 19 se ilustra el perfil crdmatogréﬁco que permitié un fraccionarrlﬁ'emo primario de

esta subfraccidn.
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Figura 19. Cromatograma de la subfraccion F, utilizando la técnica de reciclaje de
muestra. Condigiones: columna Cyyz (19 x 150 mm, 10 pm), fase movil: CH3;CN-H,O
(95:5), flujo: 4 mL/min, inyeccidn: S00uL (16 mg/mL) y detector: indice de refraccion.

En este proceso de separacion cadé uno de los picos colectados debia ser inyectado
para lograr su puriﬁcacién. Este‘procedimiento complicaba el proceso de scparaciéﬁ Y,
por lo tanto, se intentdé obtener subfracciones de menor complejidad a partir de la
subfraccién F coﬁ un soporte que proporcionara una mayor resolucion (Cg S_pherisorbR )
que la'obtenida con la columna ISCO_. De esta manera, el perfil obtenid;) cc;ri el cambio de
~ soporte croma'tlogréﬁ'co mostrd cuatro componentes que se designaron con los nimeros

I-1V (fig. 20).
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Figura 20. Cromatogralﬁa correspondiente a la resolucion de la subfraccién F mediante
el empleo de una columna Cg Spherisorb® (Waters), fase movil: CH3CN H,O (88:12),
flujo: 8 mL/min e inyeccion: 40 mg/SOO ul.

Las pruebas para lograr la separacion de los componentes de las subfracciones I (tr
= 23.8 min), III (tx = 28.9 min y IV (tg = 33.4 min) se¢ hicieron ¢n la misma columna
- usada para la obtencién de las orizabinas V-VIII (3—6) con un sistema de elucién

. constitmdo por CH3CN H')O (92 8) En la ﬁgura 21 se presenta el perﬁl cromatograﬁco

J

;abtemdo durante la resolucmn de la fraccnon | med1an[e la aphC’dClO[l de la técnica de
reciclaje de muest_ra.. De ésta forma, se logro la obtencion de la orizabina IX (7, tR=.25
'ﬁlin) yla resolucic’)n dél pico cbﬁ un tg= 30 min en dos Subfracéiones adicibnaiés J(tp‘ =
- 182 mm YtR= 195 fnin) c-lles‘pt‘nés de siéte ciclos. El .re(‘;i(claje en las misnﬂag coridicion-es de
cada una de éstas permitio la purificacion de la orizabinas Xy XI1(8y 9) a.pa.rtir del pico
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de meno.r polaridad y de las orizabinas,XII—;XIII (10-11) a partir del segundo‘. La figura
22 ilustra la resolucion de la primera subfraccién al nivel analitico 'y la aplicacic’)ri
conjunta de las técnicas de corte de nicleo y reciciaje de muestra para garantizar la
purificacion de las orizabinas X (8) y XI (9). La aplicaci()nAde estos procedimientos
cromatograficos en la resolucién de las subfracciones III y IV .permiti() la obtencién de

las orizabinas XIV-XVII (12-15) y XVIII-XXI (16 —19), respectivamente.
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Figura 21.'Cromatograma de la subfraccion I para la purificacion de las orizabinas
IX-XII (7-11). Condiciones: columna Cyyz (19 x 150 mm, 10 pm), modo: recirclaje de
muestra, fase mévil: CH;CN-H,0 (92:8), flujo: 4 mL/min ¢ inyeccion: 8mg/500 pL.
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Figura 22. Cromatograma correspondiente a la obtencion de las orizabinas X (8) y XI(9)
con el empleo de las técnicas de corte de nicleo .y reciclaje de muestra. Condiciones:
columna Cnmz (3.9 x 300 mm, .10 pm), fase movil: CH3CN HZO (92 8), flujo: 0.5

mL/min e inyeccion: 20 ul. (1 mg/100 pL) o ,;
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5.1.3. Elucidacion estructural de las orizabinas V-VIII (3-6).

Las .constantes éspectroscébicas (RMN 'Hy Q) y espectrométricas (FAB-MS)
registradas para los corﬁpuestos ly?2 demostraron que estos productos correSpondf'an a
las escamoninas [ y II que habian sido aisladas de la jalapina de Convolvulus scammonia
(Noda et al., 1990). Debido a que todo‘.s los compuestos presenfas en la jalapina de /.
orizabensis (fig. 23) poseen el acido escam(’)nicc; A como el nucleo olig;)sacéri(io .(S'osa-
Vasquez, 1993), la elucidacién estmctural.de cada uno de los constituyentes individuales
obtenidos a partir de las mezclas de glicolipidos (FPJ) de esta 'pllanta sé hizo mediante la
comparacion de sus constantes espectrométricas y espectroscopicas ;:on”las descritas para

 €! acido escamoénico Ay la escamonina 11 (2).

Los espectros de masas FAB (modo negativo) de las orizabinas V-VIII (3-6)
permitieron calcular la misma férmula molecular para estos glicolipidos (C50H86Q22), ya
que todos mostraron un mismo ion pseu‘domolrecular de m/z 1037 [M — HJ". Estos
compuestos diastereoisoméricos mostraron un peso molecular de 106 Daltons mayor que
el correspondiente a la escamonina Il (2) y que evidencid la presencia de un residuo
niloilo adicional (Bah y f’ereda—Miranda, 1996). Tarﬁbién, en los respectivos espectros se

' obse:rvaron los picos comunes Ade fragmentaéién provocadas pof las rupturas dé los
enlaces glicosidicos (Dell, 1987) y que son similares a los generados por el 4cido
| escamdnico A.(ﬁg. 24): La figura 25 ilustra el espectro de @asas FAB de la orizabina VIII
(6) donde se ilustran las principales fragmentaciones que sufre la molécula y la ubicacién

del sitio de lactonizacién del nucleo oligosacérido con la aglicona en la unidad de hexosa.”

Esto se observé por la diferencia de 18 Daltons (—H;0) entre el fragr'nento de m/z 579 del
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écido escam()nicc? Ay el detectado en el compuesto 6 de'm/z 561. Los iones m/z de 993,
847 y 617 contribuyer§n ala identiﬁcacié'n ;iel grupo niloilo en las orizabinas V-VIII
(3—6) al representar-ie‘ijs Aperdicrias de 44 Dalto_nsr(m — CZH;O) 7des>de.los ionés de m/z 1037 -
[M—'H].',é9'1y661._“ o : i |
| ~ Los cénipuestqs_l&—é prées_entaroh un patrén de fragmentz;cién similar entre si y
| anél.ogo al descrito para las ori'zal?inas. [-1V (Noda et al..,' 1987) y la es_camopina II (Noda
et al., 1990), de tal suerte que las d_ife_rent:ias estructurales entre las orizabinas V-VIII

(3-6) deberian corresponder a las posiciones de esterificacion para la aglicona (jal), el 2-

metilbutanoilo, (mb) y el niloilo (nl) en el nicleo oligosacarido.
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1 (escamonina [} tg . mb
. 2 (escamonina [} H mb
s 3 (orizabina V) o nl mb

4 {orizabina V1) H nl mb
' 5 (orizabina VIl H mb nt

+

nl = 2-metil-3-hidroxibutanoito (niloilo), mb = 2-metilbutanoilo y tg = 2(E):metilbutenoilo

" Compuesto . Ry R;

6 (orizabina VIII) mb’ nl

Figura 23. Compuestos aislados de las subfracmones de mayor polarldad (A-D) de la
jalapina de Ipomoea orizabensis. '
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Figura 24. Espectro de masas FAB (modo negativo) del acido escaménico A (Sosa-
Vasquez, 1993). Patron de fragmentacion propuesto para los tetrasacaridos lineales de las

convolvulaceas.
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Figura 25. Espectro de masas FAB (modo negatlvo) de la orlzabma VIII (6)y su patréon
de fragmentacién propuesto.
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La asignacion de las sefiales de RMN 'H (cuadro 2) y la localizacion de los sitios
de esterificacion en las orizabinas’ V-VIiI (3-6) se hicieron ‘mediante técnicas
bidimensionales homonucleares (COSY, TOCSY) y heteronucleares (HMQC, HMBC).
Asi las orizabinas V-VIII (3-6) mostraron en los espectros ;ie RMN ‘H- (fig. 26) las
siguientes caracteristicas comunes a la esc;amonina I (2): |

t

a) Un peir de seiiales entre 0 2.4-2.9 correspdndientés a los dos protones no equivalentes

T
1

del gfupo metileno en posicion alfa al grupo carboﬁ&ilo de la agiicona_. De esta manera,

se evidencio lq -naturaleza maci'ola;:t()ni.ca I;ara todos los comﬁuestos.l

b) La sefial que demuestra la presencia del relgidub rﬁb, el_ protén H-2 centrado en § 2.3—
2.5 (Bah y Pereda-Miranda, 1996).

Los_ compuestos 3-5, al igual que en la gscamonina IT (2), presentaron un mismo
‘patrén entre & 5.0-6.8, por lo que, los hidroxilos de las posiciones C-2 y C-3 de Ia
ramnosa s deben encontrar acilados como en' el compuesto de referencia (2). Por otra
parte, mientras que_ los desplazamier‘ltosl‘ de-}qs nﬁcleés de 'H y "*C de la posicién C-2 de
la ramnosa resultgr;‘similares a los de la escamonina II (2) (8y 6.14-6.27 y 8¢ 69.5-70)
soﬁ diferentes a los registrados para la orizabina VIII (6) (Ady 0.44—0.57,'A6C 2.88-3.40
ppm) donde la lactonizacioén ocurre en la posit;,ién C-3 de la glucosa. Esta propuesta se
dedujo a partir del desplazamiento hacia c.a'mlpo_ bajo observado para H-3 (Ady 1.5 ppm)
de .la ‘glucosa én 6 con. r;e:;.;.)ecto a la misma seifial de los glicolipidos restantes 3—35. Los
desplazamientos paramagnéticos de las sefiales del C-6 (8 ca 64), con respecto a los

observados en los cdmpu;stog 1-3(8ca63),dela L.mlidad‘de glucosa para los comptfestos

S,

4-6 (cuadro 3) dio una evidencia de la esterificacion en esa posicion.
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La conﬁrmac:lon de los SlthS de lactomzacmn con la agllcona y la locallzamon de

. _ktﬂ *‘. ' *J”
e

las dos posiciones de es:teriﬁcacic'm en el nuqlf:o ollgosacérido pa;a 1as orizabinas V-VIII

(3-6) sé hicieron ;nediante la secuéncié de pulsoé HMEC que permiti(’) detectar‘las |

, conectmdades lH 13C a dos y tres enlaces (2 3JC H) (Agrawal 1992 Agrawal y Pathak"
‘1996 Bah y Pereda eranda 1996). La figura 27 ilustra la a51gna01on que se hizo para‘

, 1
las resonancias de los carbonos carboxilicos de la aglicona (8 _172.3) del niloilo

(81753)y del 2-metilbutanoilo (8 176.04) en la orizabina, VIII (6) a partir (ie sus

“acoplamientos 2JC_[{ con los hidrogenos del metileno de la aglicona (H-2, 5 2.86 y236)y

los prdtones, H-2 'de cada uno de los ésteres, es decir, la’ sefial séxtuple para el

2—métilbutan0il_0_ eﬁ ) 25 y la sefial quintuple observada para el isémero treo del niloilo

]
!

S
en & 2.79 (Massiot et al., 1992).

¥
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Vol

7 N 5 4 3 2 1 ppm

Figura 26. Espectros de RMN 'H de la escamonina II (2) y de las orizabinas V-VIII (3-
6). Abreviaciones, ram = ramnosa, glu = glucosa, qui’= quinovosa externa, mb = 2-

- metilbutanoilo y nl = niloilo. 500 Mz, CsDsN.
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Cuadro 2. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H de las {ori'zébiha’;é;'VZ-VIII' (3-6)".

Proton® 3 e 4 5 6
Qui-1  498d(75) | 493d(7.7) 5.02d (8.0) B 4.73 d (8.0)
2 4.29dd (9.0, 7.5) 424 dd (9.0,7.7) 4.32dd (9.0, 8.0) 4.39dd (9.0, 8.0)
3 4.10dd (9.0,9.0) 4.11 dd (9.0, 9.0} 4.18dd (9.0, 9.0) 4.26 dd (9.0, 9.0)
4 3.55dd (9.0, 9.0) 3.54dd (9.0,9.0) 3.62dd (9.0,9.0) 3.55dd (9.0,9.0)
5 3.67-3.80* i 3.63-3,70* 3.68-3.78* 3.60m"
6  1.58d(6.5) 158d(6.0) 1.58 d (6.0) 1.52.d (5.5)
Glu-1 592d(7.5) -, 5.84d(74) 5.81d(7.0) T 5.85d(7.5)

~

2
O AR WNT AR LR WN

1

4.24dd (9.0, 7.5)
4.30dd (9.0, 9.0)
4.08 dd (9.0, 8.5)
3.87ddd (8.5, 6.5, 3.0)
4.42dd(11.5,3.0)
4.24dd (11.5,6.5)

6.34%

6.27dd (3.0, 1. 5)
6.41dd (9.5,3.0)
4.29dd(9.5,9.5)

4.12 dd (9.0, 7.4)
4.16 dd (9.0, 9.0)

3.83 dd (10.0, 9.0)
3.92dd (10.0, 6.8, 2.0)
4.59 dd (12.0, 6.8)
4.85-4.93+

6.19 d (1.0)

6.14 dd (3.0, 1.0)
6.33°dd (10.0, 3.0)
4.29.dd (10.0, 9.8)

4.18 dd (9.0, 7.0) -
4.24 dd (9.0, 9.0)

13.92dd (9.0,9.0) -
3.96-4.1%

4.98-5.03%

4.60 dd (11.5, 6.5)
6.24d(1.5)

6.18dd (3.0, 1.5)-
6.40 dd (10.0, 3.0)
436 dd (10.0;9.5) -
4.85dq(9.5,6.5)

4.10dd9.0,7.5) -
5.71 dd (9.0, 9.0), -
4.17dd (9.5, 9.0)
3.93ddd (9.5, 6.0,2.5)
4.80dd (11.7,2.5)
4,71-4.76*
5.45d(1.5)

5.70 dd (3.5, 1.5)
4.62dd (9.5,3.5)
4,22dd (9.5;9.5)

4.80dq (9.5, 6.5) 4.77dq (9.8, 6.0) - 4.71-4.76*
1.59d(6.5) 1.57d (6.0) - 1.64 d (6.5) ' 1.88d (6.5)
Qui-1  499d(75) .. - ..494d(7.8) 50d(8.0) . .5.34d (8.0)
2 3.86 dd(8.0,7.5) .- 3.80dd (8.9,7.8) 3.87dd (9.0, 8.0) 3.96 dd (9.0, 8.0) .
3 4.12 dd (9.0, 8.0) 4,01 dd (8.9, 8.7) 4,08 dd (9.0, 8.5) 4.05 dd (9.0, 9.0)
4 5.30 dd (9.0, 9.0) 3.62dd (9.0,8.7) 3.71dd (9.0, 8.5) 3.65dd (9.0, 9.0)
5 3.67-3.8m : 3.63-3.70* 3.68-3-78* 3.66 m
6 1.42 d (6.0) L.s1x 1.60 d (6.0) 1.55d(5.5)
. Jal-2a 2.82ddd(15.0,7.5,3.0) . 2.71ddd(15.0,80,3.0) 2.77ddd(15.0,8.5,3.0) 2.80-2.86*
2b 2.58 ddd (15.0, 10.5,2.5) 2.48ddd (15.0,10.0,3.0) 2.55ddd (15.0,9.5,2.5) 2.36 ddd (17.8, 10.0, 2.0)
11 3.98-3.94% 4 3.85-3.88 m 4:18-4.22* -382m
16 0.851t(7.0) - 0.89 t(7.0) 0.87 t(7.0) . 0.82t(7.0)
mb-2  2.34-2.39m | 2.30tq (7.0, 7.0) 2.371q(7.0,7.0) - 2.50 tq (7.0, 7.0)
2-Me - 1.16d(7.5) .07 d(7.0) 1.15d (7.0) 1.184d(7.5)
3-Me  0.99t(7.5) 0.79 £ (7.0) - 0.97 t(7.5) . 0.88t(7.5)
ni-2  2.89dq (7.0,7.0) - 2.77dq (7.0,7.0) - 2.84 dq (7.0, 6.5). 2.79 dq(7.0, 7.0)
3 4.37dq(7.0,7.0) 4.28-4.32% 4.30-4.40* - 4.33 dq (7.0, 7.0)
2-Me  1.34d(7.0) " 1.22d(7.0) 1.31d(7.0) 1.27d(7.5). -
3-Me  1.44d(6.5) 1.29d (5.0) 1.26 d (6.0) 1.34 d (6.0)-

Datos registrados a 500 MHz en C 3D5N Los desplazamlentos quimicos (8) estan en ppm en relacién al

TMS. Los acoplamientos (.J} s encuentran en paréntesis y estan expresados en Hz.

* indican sefiales sobrepuestas, :
®Abreviaciones; s = sefial simple d = sefial doble, t— senal triple, q.= sefial cuadrup!e m = sefial miltiple
L.as asignaciones se basaron en los expenmentos 'H-'H COSY y TOCSY
11- hldrox1hexadecan01lo mb 2-

Qui =

quinovosa, Glu =

glucosa, Ram = ramnosa, Jal

metilbutanoilo; nl = 3- hldr0x1 2- metllbutanmlo

*
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Cuadro 3. Desplazamientos quimic
orizabinas V-VIII (3-6)".

osenla RMN *C fie las escamoninas I (1), 11 )y

Carbon. - L T T i 6
Qui-l1 .. 101.1 101.02 Lotz '100.95 T10092, . 102.28
2. 7133, 7726 77.30, ., 79.00 . 7862 76.51
30 TL 0 7832 78.03 7831 . 7858 78.87. ..78.84
4 L7124 715 7721 . 7741 7130 77,07
5" o 7250 72.51 72.50 ., 73.08 72.93 . . 7248
6 ., . 1852, 18.44 1852 18.74 18.56 ‘1841
Glu-1 ., 101.69 ,101.58 10169  .101.21 100.92 - 99.84
2 - 7927 . .-.79.23 7927, . - 7741 7930 .80.55
3. 79.29 79.10 L7920 0. 7741 . 7730 178.96
4 72.59 72.44 .. 72,59 7243 . 7238 70.21
5. 7752, 7750 7748, T75.02 T 74.90 73.93
6  63.22 63.11 6321, . 64.96 | 64.66 . . 64.22
_Ram-1 -, 9622 .., 96.17 L9621 , . 96.59 96.43 99.23
o2 69.52 ¢ .., 6949 . 169.52 70.01 - 70.04 - . 7292
C -3 7124 e, 7129 7124 71.53 7146 69.67
4 - 0T 79030 L, 7894 .79.05. .- . 788l 78.44 84.31
§+,.,4 6866  .» , 6875 68.66 : 1 68.97 | 68.84 - 68.01
6 5. 1852 L 1844 18.52 .. 18.74 18.56 . 18.66
Qui-t . o+ 10523 7 v, .10531 105.20 r105.55 -105.35 . 105.93
w2 . 758 70 -75.00 74.99 .. 7520 75.08 76.08
R 7539 78.28 75.36 . - ... 7823 _78.10 . 78.05
4 - 7693 .$76.59 76.62 76.80 :76.65 . 76.51
5i. 70.47 - 172.86 70.35 . 7265 72.50 , - 73.09
6 18.00 844 o ~17.97., .7 1874 - 18.56 18.41
v Jall 17326 - 17337 0117326+ . 17358 F173.42 172.29
2.7 3455 34.42 34.52 - 34.65 34.46 -34.31
e 7929 0 7923 79.27. 79.40 £ 7930 ¢ 80.32
16 14.28 * . 14.20 14.28 D 1452 - 1431 1416
mb-1 : 175.32 175:37 175.32 . 175.77 175.43 176.04
2. ! 4116 11 4104 41.13. ¢ 41.24 L4110 +41.20
Ce2Metn 1708 - ' - 1697 “17.05 7L 17.20 ©16.96- 16.96
' 3-Me 11.79 ‘11:67 11.79 L1191 1170 11.57
nl-1 IR 17498 - -~ 175.60 175.41 175.29
e LT o 48600 VT i 4872 - L 48.76 1 48.56
3 69.52 - 69.23 69.06 69.06
2-Me. e Pl g LB e 41320 o oy 1363 . oy f-,l3-33. . 13.24
3Me o ©21.05 - 2110 . 20.92 20.81
tg-1 - 167.51 e ' ' o
2 129.10, - i _
o3 Si3rs2 T o
2-Me 1225 G0 00 *
“3-Me foo25350 e

TMS.

Todas !as asignaciones estan basadas en los experimentos HMQC.
b Abreviaciones: Glu = glucosa, Qui = quinovosa, Ram = ramnosa, Jal = 11-hidroxi-hexadecanoilo, mb =

2-metilbutanoilo; nl = 3-hidroxi-2metilbutanoilo, tg = 2(£)-metil-2-butenoilo.
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Flgura 27 Seccién del espectro de HMBC de la orlzabma VIII (6) utilizado Para la
asignacion de los carbonos carboxilicos (jal, mb'y nl) a través de las correlaciones “Jczen
las unidades que esterifican el nicleo oligosacarido. Correlaciones: 1; Hymb-Cimb, 2;
Honl-Cinl y 3; HZ]al-Cual Abreviaciones: Jal = jalapinoilo, mb = 2-metilbutanoilo, nl =
niloilo. % ' L .

' . : L . . : ‘
Posteriormente, los sitios de esterificacion se dedujeron a partir - de las

-correlaci.ones 3JH_¢ jéntre los carbonos C"—li del carboxilo de‘ cada uﬁo dl; lo’s-‘.éstx‘ere's'(jal,
mb y nl) con las seﬁales protonicas geminales a estos grupos. La figura 28 ilustra estas |
cohectividades' par"ai‘} la orizabina VIII (6) én donde .1a .interacc‘ic’)n;.fg_c é;itre elH-3 dela
glchsa (6 5.71) cc%n el-Cl—l de ,15 aglicona (8 ‘172.29) pe‘rni"itié IdentIﬁcar Iel sitio de
lqctonizacién en la l_poslici(’m‘C—3 cIe la :.‘gIUCOS;, la Seggﬁda .IIiIidad I;acérida. Lo ;mterior
rep}esenta una caréctéristica estrIchural L’mica entre’ "t*o'dos los de;Ivhdos del acido

escamomco A que presentan el C- 3 de la ramnosa como sitio de esterificacion comun con

- la aglicona (Enr;quez et al 1992; Kogetsu et al., 1991 Reynolds et al., 1995)
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Flgura 28. Seccidn del espectro’ HMBC 'de’ la". orizabina VIII (6) utilizado para la
* asignacién de los carbonos carboxilicos (jal, b y nl) a través de las correlaciones *Je
con los protones del nucleo oligosacarido. Conectividades: 1; Hgglu—Cinl, 2;
Hyram=Cymb iy 3; Higlu~C,jal. Abreviaciones: glu:,glucosa, ram,.= ramnosa, mb =
K Zﬂmetrlbutanorlo nt= n110110 y Jal jalapinoilo. »’ Cae
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El mismo procedlmlento se usd para Ia asxgnacron de los carbonos carbox1llcos de

los ésteres en los compuestos restantes (3—5) y para la determmacmn de los sitios de

LY . NS a4 oL s

esterrﬁca01on del Jalapmoﬂo 2 metrlbutanmlo y mlollo (Bah y Pereda-eranda 1996)

ot ! E T | a

A ﬁn de sustentar la estructura propuesta para la orrzabma VIII (6) y debldo a que

B ! pee 0 : o

las senales H—2 de la ramnosa y H-3 dela glucosa presentaron una sobreposrcwn parmal

4 ' -4 .
,l.J..l' ! - \ "

se preparo el derlvado peracetliado (21) a partrr del producto natural (6) El espectro de
L I A i

RMN 'H mostro una resolucron adecuada para estas dos senales (ﬁg 29) y la correlacron

. 1
\“i v [ r

entre el proton H—3 de la glucosa con el carbono C-1 de la aglrcona en el espectro de
l .

’ Y [ . l . A . , e oy . K B

HMBC (ﬁg 30) demostro que la lactonrzacmn efectxvamente se encuentra en la umdad de

glucosa Los desplazamrentos qurmrcos de 1H y 13C para el derrvado 21 se mcluyen en los

- ) Yoo A : e e

cuadros 4 y 5.
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Figura 29. Sec‘cioln%es de campo alto de los espectros de RMN 'H de la orizabina VIII (6)
y su derivado peracetilado (21). Abreviaciones: glu = glucosa, ram = ramnosa.

I
t
' T

C-1 mb C-1ml Cljal

glu H-6 ﬁ 43“ . ‘:b

h
c
]

5.2
5.4‘“§ By ———
-3 :
CeamH3 _J 1 o 2 = |
glu -3 ~ B I
6.0—§

Cpem 1% 175 174 1B 1 1M 170 169 168
Figura 30. ‘SECCiOI"l de éémpo bajo del espectro HMBC del derivado peracetilado de la
- orizabina VIII (21) Conectividades: 1; Heglu—Cinl v 2; Hyglu—Cjal. Abreviaciones: glu
= glucosa, ram = ramnosa, mb = 2~ -metilbutanoilo, nl = niloilo y jal = jalapinoilo.
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En consecuencia, las estructuras de los constituyentes de mayor polaridad aislados
de la jalapina de Ipomoea orizabensis se establecieron como:

*

- Orizabina V (3), éster intramolecular 1, 377 {[O -6-desoxi-4-0- (2R 3R)(3-hidroxi-2-

metil- 1 -oxo-butil)-O-p-D- glucoplranosﬂ (1—>4) -0-6- desox1 2-0-(25)(2-metil-1-oxo-
. butll)-a-L-manop1ranosgl-( 1 —>2)-0—|3-D- glucoplranos_ll—( 1 92)-6-desox1— B-D-

glucopiranosil] oxi} del dcido ('1 15)-1 1-hidrox'i-hexad_e’canqico;

B

- - |

Orizabina VI (4); éster ‘in:;ramolecular 1, 377" {[O-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—>4)-
¥ o-s-deéoxi;z-cl)-(‘zR’,sg).(?,:pi_dqui,_z-m'et:u-‘.1'-oxp-but{!);agg;‘rﬁapopiranosi1-(1—'>2_)-o'-6- |
0-(28)(2-metil-1-oxo-butil)-p-D-glucopiranosil-(1-»2)-6-desoxi-p-D-glucopiranosil} oxi}
del 4cido (118)-1 1-hid;ro'xi-hékadecanoi’ct:c;;ﬁ

J— . —_— - s

Orizabina VII (5); éster intramoleculaf 1“’n3”’ {[O-6-des<;)xi—B-D-glucopiranosil-(1—)4)~
0-6- ;lesom 2-0- (2S)(2 -metil-1-oxo-butil)-ct-L- manoplranosﬂ (1——)2) 0—6 O-(2R,3R)(3-
hidroxi-2-metil- 1 -0X0- but:l) B-D-glucopiranosil-(1—2)-6- desox1—[3 D glucoplranosﬂ]

oxi} 'del acido (1 IS)— 1\1 -h1drox1-hexadecan01co; . . ‘j*” i

Oriz!ablna VIII (6); éster ;ntramolecular 1, 3" {[b-6-desbxi-'B—D.-glucopiranosil-(1'-—>4)~
0-6- desoxn 2- (;-(2.5')(2 metil- 1 -0X0- butll) o -L- manoplranosﬂ (1—>2) 0-6 O-(2R, 3R)(3-
.hidrgxi-Z-_r_netii- 1 -OXO'fPllltil)‘j_B_jDi gh__lcppu‘fanosx lf(» 1 ﬁ2)-6-de§ox1;B-D- Lgl_ucoplranosll]
:;oxi}‘ det acido (115) 11-hidroxi-hexadecanoico.
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5.1.4. Elucidacion éstructur;u de las orizabinas. IX-XXI (7—.-1.9").'

La purlﬁcacmn de las or1zab1r1as IX—XXI (7—19) no se Iogro con el empleo de la
metodolog1a desarrollada para ¢l aislamiento de los ghcohpldos de mayor polarldad (1-6)
y por lo tanto, se decidio proceder con la pgracetllac;lon de las subfraccmnes E y F para -
conocer éu gomplejidad' y facilitar la separacion de sus constituyentes. Las mezclas de-
reaccion se analizar;on mediénte .CLAP en fase normal (Si0,) y‘en el cromatograma de Izi
mezcla prqveniénte; de la subfraccion E se observé un componcnte'lr‘r_léyoritario y en el
generado pdr F cuatro (fig. _3'1). Luego de se;ﬁar.;;lr éstos ;:ompuesto;“ en CLAP al nivel

| . . , :

preparati\'/orfueron: obtenidos los derivados 20 y 22-25 en estado puro de las

subfracciones E y F, respectivamente (fig. 32).

MV

1200.00-

100000 ¢

800.001.
60000 .

400.004

200004 - .

1400 1800 2200 2600 3000 3400 3800
1 o o ) minutos

Figura 31. Cromatograma de los derivados peracetilados de a subfracciéon F.
Condiciones; columna SiO, (21.2 x 250 mm, 10 pm); fase mévil: n-hexano~AcOEt (1:1),
flujo: 5 mL/min, inyeccion: 500 puL (18 mg/500 uL) y detector: indice de refraccion. | '
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CHs CHs

_mb i tg,

:
a} = niloilo, mb = 2-metilbutanoilo y tg = tigloilo‘- £
' ' .
; .

( Qmpﬁesto ' R, R2 R3
20 tg mb H .

+
[

. 22 - mb mb nl
.23 ¢ mb  mb "~ nl
. 24 L. .., tg “mb ol .

25 Yrig fmb- bl

Figura 32 Derivados obtenidos a partir de la acetilacion de‘las subfracciones E (_2()) y F
(22-25).
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La asi.gnaci(’)n de las sefiales de RMN de 'H y "C mediante el andlisis de los ;

' expérimentos COSY, TOCSY, HMQC y HMBC de cada uno de estos derivados (cuadros

4 y 5) permitid generar las siguientes conclusiones:

i)

iii)

Todos los derivados peracetilados 20" 22-25 p(;s'een ¢l mismo sitio de
Iac_tonizﬁcién con la aglicona (C—3'ramnosa)' de afzuefdo a sus respectivos
espectfos HMBC. |

El compuesto 20-correspondio al derivado peracetilado de la escamonina I,
ya quc;, se observaron las seiiales caracteristic.as de l'o:; grupos tigliolo (tg) y
2-metilbutanoilo (mb) en § :g.'95 (H-3) y 2.54 (H-2), respectivamente (fig.
33). Su localizacién en el nﬁcleo‘; oligo;sacérido se dedujo desdg las
corre;lacionespbservadas en el espectro HMBC para las resonancias de los
C-1 de ambos residuos, 5 166.83 (tg) y3 175.51(mb) con H4 (5 4.98) de
la quinovosa externa y I—i-—Z (6 5.85)dela ramn‘o‘sa, respectivamente_. |
Los compuestos.22;25 preseptardn un' residuo _e_ldiciohal en comparacion
con la:s orizabinas V-VIII (3—6). La identiﬁcacién de éstos se hizo en los -
espectfros de RMN 'H ilustrados en la figura 33 donde‘ los derivados 22 y 23

presentaron dos sefiales centradas en & 2.47 y & 2.38, respectivamente, para

" el H-2 caracteristica del 2-metilbutanoilo (ib) y en & 2.96 para el H-2 del

grupo 'niloilo (nl) de la serie treo (Vrzews = 7.0 sz. En el ‘caso de los
derivados 24 y 25, las sefiales diagndsticas aparecieron centradas en 8 2.53

(H-2, mb), 2.98 (H-2, nl) y 6.95 (H-3, tg).
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Figura 33. Espectros de RMN 'H de los derivados peracetilados 20 y 22-25. Se indican
las sefiales que identifican los residuos tigloilo (tg, H-3), 2-metilbutanoilo (mb, mb’,
H-2) y niloilo (nl, H-2). 500 MHz, CsDsN.
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A
iv)  Las constantes espectroscopicas -de los :édgtfi\(agc)s 22 y 23 resultaron ser
‘ idént.icas al igual que las registradas para 24 y 25 (ver cuadros 4, 5 y 6). El
analisis de sus espectros HMEC permitio e_stablecef la misma ubicacion de
los sustituyentes eh el nucleo oligosacérido, tali como se ilustra en los
espectros de 22 vy 23 (fig. 34) donde los dos residuos 2—metilbutanoilo (mb

y mb’) se localizaron en las posiciones C-2 y C-4 de la ramnosa y

quinovosa externa, respectivamente y €l niloilo (nl) en el C-6 de la glicosa.

De esta forma, se comprobé que la subfraccion F estaba constituida por dos
pares diasteroisoméricos que resultarian de la diferencia en la configuracion
absoluta de los centros quirales de los residuos acidos que esterifican al nucleo

oligosacérido de cada par (mb o nl).
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Figura 34. Regiones de campo bajo en el espectro de correlacion bidimensional
heteronuclear “C—'H (HMBC) del derivado 23. Principales conectividades CJen): 1;
C,jal-H;Ram; 2, C; mb'~H,Ram; 3, C, mb-H,Qui"; 4, Cynl-HGlu. Abreviaciones: ram
= ramnosa, qui'= quinovosa externa, glu = glucosa, jal = jalapinoilo, nl = niloilo, mb = 2-
metitbutanoilo' y mb’= 2-metilbutanoilo’.
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Cuadro 5. Desplazamientos quimicos en 1 la RMN 'H para la mm:oosm y _Om residuos moaom, ﬁ_o los an:<ma0m vnﬂmom:_maom de

:_m orizabina VIII (20), escamonina I (21) y 22-25% '~ K i T . T
Proton”" 20 <21 o 22 | . ‘23 , 24 25
Jal-2a 2.6 ddd (14.5, 8.0, 3.0) 2.84ddd(15.0,8.0,2.0) 2.56ddd (15.0,8.2,3.5) 2.59ddd (3.1,8.0,15.0) 2.62ddd(14.5,8.0,3.0) 2.62ddd(i5.0,8.0,3.0)
2b 2.58-2.50 * . 244250 % 2.50-2.43 % . 245.255* 2.58-2.50 * 2.50-2.50 *
11 385 377m T, 380m T 383sa ™ - . .38m - - 3.857m
16 0.902 d (7.0) 0.88t(7.0) 0.871(7.2) . 0.897t (7.0 0.9181(7.0) 0919t (6.5)
mb-2 - 2.54m 248dq(7.0,7.0) , 25024350 - 2.50 dq . 2.53m 2.53 dq (14.0,7.0)
2-Me  1.33d(7.0) 1.17d(7.0) 1.27d (7.0) . 1.28d(7.3) 1.32d (7.0) 1.32d(7.5)
3-Me, 1.031(7.0) . 0.92t(7.5) : 0.98t(7.4) . 1.00 t(7.4) 1.0281(7.0) T 1.03 £ (7.0)
mb’-2 240230 ,2.34-239 % .
2-Me: L . .. 1.06d(7.0). L 1.08d(7.0) _
3-Me. o _ 0.79 t (7.4) 0.82t(7.4) . . ‘
nl-2 . . -298dq(7.0,7.0) 2.94dq(7.0,6. 3 2.97 dq (7.9, 6.5) '2.98 dq (7.0,7.0) 2.98dq (1.0,6.5)
3 © 1 548-542sa 15.40dq(6.5,6.5) .. 5.42dq(6.5,6.5) 5.45dq (7.0, 6.0) 544 dq(7.0,6.0)
2-Me 1.37d(7.0) 1.29d (7.0} . 129d(7.0) 1.34 d (7.0) 1.31d(6.5)
3-Me ., 1.33d (6.0) C128d(6.5) - 7 1.33d(6.5) 1.32d(6:0) - 135 d (6.0)
tg3  6.95qq(7.0,1.0) ‘ , 6.95 qq (7.0, 1.5) 1 6.95qq (7.0, 1.5)
2Me  1.83s . ‘ o ot 1.83d(1.0) 1.83d(1.0)
3Me  1.61dq(7.0,1 8 1.61 dq (7.0, 1.5)

& " ver cuadro 2.. S . . . -

1.61 dq (7.0, 1.5)
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Cuadro 6. Desplazamientos quimicos, en la RMN e dc.-los..derivados peracetilados de la
orizabina VIII (20), escamonina I (21) y 22-25°

Carbono” 20 21 22 23 . 24 25
Qui-1 101.21 101.51 100.53 100.47 100.43 100.43
2 77.52 74.54 77.52 77.49 77.49 77.45
3 73.59 7575 75.63 7565  75.63 75.62
4 73.88 74.25 74.81 74.82 . 7478 74.78
5 ' 70.01 69.66 . 69.74 69.74 . 69.72 69.72
6 17.69 17.66 17.74 17.77 17.45 1771
Glu-1 102.66 99.70 102.65 - 102.49 " 102.61 102.48
2 75.85 77.39 75.83 75.80 75.80 75.78
3 73.71 76.53 73.77 73.84 73.75 73.86
4 69.68 69.77 69.75 69.84 69.71 69.81
5 777 ... 7132 7196 ©71.95 71.93 71.93
6 62.58 62.61 63.19 63.22 63.17 63.19
Ram-1 93.55. 98.24 95.58 95.55 . 96.55 95.55
2 67.37 70.92 67.44 67.47 67.44 6744
3 70.24 71.78 70.08 70.05 70.14 70.23
4 77.83 77.08 77.83 7783 ©  77.82 ' 77.82
5 68.55 67.76 68.54 68.54 68.53 68.54
6 - . .1834 18.31. 18.38 18.38 - 1835 18.34
Qui’-1 100.41 100,95 101.14 10115 101.21 101.22
2 77.67 71.42 72.42 7242 72.32 7231
3 75.60 73.72 73.50 73.50 73.57 " 713.56
4 74.78 73.85 73.34 73.34 - 73.88 73.87
5 69.57 70.05 70.10 . 7014 £ 7024 70.14
6 17.45 17.45 17.46 17.46 . 17.45 17.45
-Jal-1 - 173.32 171.63 17326 173.27 173.30 173.26
2 34.41 34,61 34.37 3437 34.36 34.35
11 7926 80.78 - 79.52 79.46 79.51 79.43
16 14.25 14.21 14.26 o432 - 1427 1427
mb-1 175.51 - 176.12 175.48 175.51 175.52 175.52
2 41.16 ©41.05 41.20 - 41.20 41.16 - 4116
2-Me 16.93 16.94 16.94 16.99 16.94 T .16.94
3-Me- 11.84 11.58 11.87 © 11.89 T 11.86 _ 11.85

mb’-1 ' 175.26 175.29
2 ' 41.48 41.45-
' 2-Me . ' . 16.94 16.87
3-Me S ’ 1.77 11.77
al-1 - o 173.51 " 173.48 173.48 173.45 - 173.39
2 44.65 44.65 44.77 44.61 44.73
3 B 72.20 71.43 71.59 7140 71.56
2-Me ' 12.76 12.75 12.75 12.71 . 12.72
3-Me _ : 16.94 1694 - 16.99 16.94 16.94
-1 - 166.83 : : 166.81 166.81
2 128.30 ‘ coo _ 12830 128.28
3 138.85 o 138.85 ©138.85
2-Me 12.09 : : 12.07 12.10

3-Me 14.25 o 14.27 14.27
_* Ver cuadro 3 '
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«Como se describe ‘en la parte experimental, la fraccion primaria de la jalapina

B . . ’
(FPJ) se fraccioné en una columna de alta presion (Spherisorb®, Wafers) en cuatro
componentes (I-IV) que permitié la obtencién de mezclas de menor complejidad que

pudieron ser resueltas y purificadas en un sistema cromatogréfico de fase normal a través
de la recircula_cién de muestra (ver inciso 4.5.2.). De esta forma, se obtuvieron las
orizabinas IX-XXI (7-19) (ﬁg. 35) y su analisis estructural se inici6 con los espectros de

RMN 'H. Las orizabinas X—XXI (8-19) presentaron patrones muy semejantes a los

_producidos pdr las orizab"inés V-VII (3-—.5) (ﬂgs. 36,-33 y 39) a ekc.epcién de la sefal

debida a la presencia de un residuo adicional que esterifica €l nicleo oligosacdrido y que

e

_se observo en los derivados 22-25, razon por la que estos compuestos se encontraron en
. T _ ) - —

“una fraccion de menor p'(r)laridad. Debido a que los derivados peracetilados 22-25 fueron

preparﬁdos a partir de la misma mezclé Ique dio origen a las orizabinas IX-XXI (7-19), el
: ' e oo g
sitio de lactonizacion del 'flﬁéieo. oiigpsa::érido con-la agliconfi—deli todas ellas estaba
previamente localizado en el carbono. C-3 de la ramnosa, hecho que después ‘fue
combrobado en el analisis de los espectros HMBC de (I:adr;l una de ellas. -

En loé espectros de RMN 'H (fig. 36) de un pfimer grupo de _comﬁﬁestos, las
orizabinas IX-XIII (7-11), se observaron las sefiales centradas en & 6.95-6.97 .(H-3, tg) y
8 2.81-2.867(H-2, nl) qﬁe ;ndicaroh la presencia de los fesiduos‘tigloilo'y-ﬁiloilo. Un
tercero se identificé a i).a_‘r'_tir de la nlwltiplicidad, observada para el H-2 de estos
s'ustituye'ntes‘y que en ‘_Ia orizabina IX (7) correspondid a la sefial séxtﬁple-del 2-
r_ngtilbutanoiig (6234, tq) v en las orizabinas X~XIII (8-11) a la sefial séxipple del 2-

metilpropanoilo (iba, § 2.44-2.54) (Kitagawa et al., 1996b).
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OH : _
(25,38 nl (2R 3R) nl 2S)mb . 9 ib
Compuesto R, - Ry R, ' R,
7 (orizaEina IX) tg -(S) mb H (2R, 3R) nl
8 (orizabina X) ig (2R. 3R)nl ib H
9 (orizabina X1) . 1g (23, 35)nl ib H
iO (orizabina XII) . S otg b {25, 35) nl H
11 (orizabinaVXlII) tg . ib - (2R, 3R)nl H
12 {orizabina X[V) g (2R, 3R)nl (S) mb H
13 (orizabina XV} g (25, 38) al (5) mb H
" 14 (orizabina XVI) tg {(S) mb (25.35)nl H
15 (orizabina XVII) g (S) mb (2R, 3R)nl H
16 (orizabina XVIII} 7 (S) mb "{2R, 3)'5) nl (S) mb - H
17 (orizabina X1X) (5) mb (25,35 nl (5) mb H
18 (arizabina XX) (S) mb ©mb . @S39nl H
19 (orizabina XXI) (5) mb S)mb (2R, 3R nl 'H

nl ‘= 2-metil-3-hidroxibutanoilo (niloilo); mb = 2-metilbutancilo; tg = 2(E)-metilbutenoilo; b = 2-
' meti]propa_noilo (isobutiroilo). .

Figura 35. Glicolipidos obtenidos a partir de la fraccién de menor polaridad (F) de la
jalapina de [pomoea orizabensis.
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Figura 36. Espectros de RMN 'H de las orizabinas IX-XIII (7-11). Abreviaciones: ib = "
2-metilpropanoilo, tg = tigloilo, nl = niloilo, mb = 2-metilbutanoilo. 500 MHz, CsDsN.
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La presencia de los residuo_é' 2-metilpropanoilo, (ib) y 2-metilbutanoilo (mb)
también se comprobd r_nédiante las resonanc{as de los protones cor-régﬁbhdientes a los
grupos Me-3 en & 0.98 para el mb (7) y Me-2 para el /b entre 6 1.16 —1.13 (8-11). De
manera adicional, estas observachio'ncs' se comprobaron _'mediante los registros‘
espectrdrﬁétricos utilizando la téc'nica. de FAB con | deteccig’m de aniones. El ion
pseudbmoleéular [M-H]™ {(m/z 1119) de la _oriiabina IX (7) presentd una diferencia de
100 Daltdns con Aei. pr‘oduci;io por ‘la escamonina 1 (1) (m/z 1019) confirmando la
pre-sencia del grupo niloilo. En lps compuéstos 8-11 el ion psgudomolecular [M-H] de
miz 1165 resulto ser el mismo en tod&s los casos y presentd una diferencia de 14 Daltons
(CH2) con el glicolipido 7, lo cual constituyc’) otra _eﬁidencia para sugérir la prc;sencia del.
residuo 2-metilpropanoilo (Bah y Pereda-Miranda, "1996). |

Una vez que se efectud la asign‘api(’)n de las sefiales de 'H y. de °C de las Qrizabinas
[X-XII (7-11) (ver cuadros 7, 8 y 9) mediante dei analisis cie los esi)ectrés de RMN
-bidimensionai homonuclear '"H-'H (COSY y TOCSY) y hct_er9nuclear '3C—'H tHMQC)
se procedio a determinar los sitios de esterificacion de los érupos 2-metilbutanoilo, 2- -
metilpropanoilo, ‘tigloilo ‘y niloilo desde las co-rreIaciones lH—‘—I:"C obséwadas en sus

correspondientes espectros HMBC.
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(7-11)%,

Cuadro 9. Desplazamientos quimicos en RMN °C de las orizabinas IX-XIII
: . }
Carbono® 7 - 8 9 . -0 0 1
Qui-1 100.81 100.79 100.95 100.89 . 10091
2 79.58 L79.03. 79.12 - 78.82- 1 78.81
3 7821 -, 78437 18.53 ~ . 7846 78.44
4 77.16 7723 7732 . 7132 77.35
5 72.50 72.43 72.44 7247, 7245 -
6 18.47 1847 18.48 18.47 {  18.51 ©
Gle-1 101.86 101.13 - 101.23 100.89 © 10091
2 79.08 7920 79.27 79.27, 7927 ..
3 74.54 Y7723 77.32 77.32 77.35
4 73.40 72.29 7244 72.35 72.35
5 75.70 -74.93 7499 - 74.88" 74.88
6 62.91 64.77 6886 - - 64.63 64.63
Ram-1 96.19 96.26 - 96.38 9625 96.23 .
2 68.04 L 69.82 69.95 70.00° 70.00
3 71.32 . 71.30 71.47 71.32, . 7130
4 78.94 79.03 79.04 79.04 79.04
5 68.67 68.55 68.67 68.58 68.58
6 18.47 .. 18.47 18.48 18.53 18.51
" Qui'-l 10544, .. 10522 . 105.19 105.27 © 10527
2 7515 75.14 7528 ~ 75.15 7515
3 7535 - _ 7537 7547 . L 7538, 7537
4 7688 -1 76.88 - 77.03 ~ . . 7691 ©76.89
o5 7044 70.40 705557 . 7041 ' 7041
6 17.99 17.96 17.99 © 1797 ‘1798 -
Jal-1 17322 17327 17334 173.28 17328 .
2 3441 . 3448 34,51 34.50 34.50
11 78.94 79.03 79.27 7917 . 79.17 -
16 14.26 ~ 14.26 14.26 14.28 1427 .
ib-1 175.86 175.86 175.90 . 175.90
2 L3401 3421 -~ 3412 34.10
Me ~19.45 19.44 _ 19.46 - 19.46
Me . Y1907 1909 . ° 19.06 19.05
mb-1 17532+ “ ,
2 41.11
2-Me 17.03
3-Me 11.77 ‘
nl-1 174,81 175.53 175.49 175.40 175.39
2 A8.71° -48.46 48.47 48.72 48.72.
.3 . 69.32 169.03 69.10 69.05 69.05
2-Me 1323 ~13.36 - 01336 <1329 13.29
3-Me - 20.99 20.85 " 20.87 - 20.89 20.89
tg-1 167.52 - 167.49 ~167.55 167.51 167.49
2 129.10 - 12905 '129.23 129.09 129.09
3  137.54 137.49 137.44 137.52 137.52°
2-Me T 1222 12.19 1221 1221 12.20
14.26 14,10 ° %10 14,12 14.12

3-Me

1Y% Ver cuadro 3.

ib = 2-metilpropanoilo
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" A continuacién se presentan los resultados del anélisig de los espectros HMBC de

los compuestos 7-11:-

- Las orizabinas 15(4){11 (7-11) pfesenfan el residuo tigliolo en C—+4 de -la'quinoifosa

externa. La orizabina IX (7) se encuentra sustituida con el 2-metilbutanoilo en la posicion

C-2dela ramndsﬁ y el niloild Ié'n C-4 Ade la gluéosa.

. Las Orizaﬁinas‘ X" (8) y XI (9) poseen el grup’o“niloilo en C—é de la ramnosa y el
isobutiroilo en el carbono C—6 de la gluéqsa.. | |

- Las orizabinas XII (10) y XIII (ll)jtie,nen el,residuo nilo.ilo_ en ia posic_ién 6 de la

glﬁcosa y el isobutiroilo en la 2 de la ramnosa.

En la figura 37 se presenta una amp.liacién de los 'espectros HMBC para las’

orizabinas X (8) y ‘XI_ (9) demostfando que practicamente se sobreponen y, por lo tanto,

los residuos se localizan en las mismas posiciones para ambos compuestos, es decir, las

posiéioﬁes'C—6 de la glucosa, C-2 de la ramnosa y C—4 de la (f;uinovosé externa soportan

los rqsiduos isobutiroilo, niloilo y tigloilo, respectivamente. De‘esta manera, se evidencid
la presencia del primc%:r par diasterdi.ébmérico que surgiria 001;10 una consecuencia de la
conﬁguracién. absolui_a enantion%éfica dé] residuo nilc;ilo treo que esta presente en cada
" una de las orizabinas qﬁe constituyen este par, es decir la estereoquimica 2R,3R o 25,35
para cste grupo. Esta situacion se presenté también en el paf consltituido por la_s orizabfnas

X1 (10) y XII (11).
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Figura 37. Regiones a campo bajo en el espectro de correlacion bidimensional

_ heteronuclear BC-'H (HMBC) de las orizabinas X (8) (superior) y XI (9) (inferior). .
Abreviaciones: glu = glucosa, qui’, quinovosa externa, ram = ramnosa, ib = isobutiroilo,
nl = niloilo, jal = jalapinoilo y tg = tigloilo. 500 MHz, CsDsN.
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‘La diféreneia entre ca_da par de ‘diasteroisém’ero's _s«:r resolvid me;diante .eI
establecim’iehto de la conﬁgﬁfacic’m éBsolutzi de los flCidOS nilico y 2-metilbutanoico
llberados durante la h1drol151s dcida de cada cornpﬁesto y que se discutira postenormente

En las ﬁguras 38 y 39 se muestran los espectros de RMN 'H de las orizabinas
XIV-XVII (12-15) y,XVHI—XXI (16—19), respechVamente. El-anélisis de la primera dg
estas series ple.rmi\-te proponer la breéenciade los residuos- tiglc;ilo_(S 6.96-6.98, H-3), 2- -
' metilbutar‘loi‘lo @ 2.38-2.39, H—Z) y niloilp (d 2.82—~2.SS, H—2) para los compuestos 12—
1'5T La _obtencién del mismo ion pseﬁdomdlecula-r ([M -QH]“ m/z 1119).en 12-15
correspondiente a ‘la formula mo!écular de la orizabina IX -(7) (C_55H9202‘3)' dembstré la_r
-p;esencia de los -tres résiéuos antes mencionados. | | '

| L;s éompuest6§ 16~19 a difefencia de 12—15 t'ienen un grupo é-metilbufanoilo
adlclonai (6 2.36-2. 49) en lugar del t1g10110 que se observé:a través del ion
pseudomolecular ([M~—H] m/z 1121). Este | lon fue el mismp en 16-19 y corresﬁdndié,a la
formula C55Hg3'023. La si_tﬁacién _de--; Que los dos érupos d:ea co'mpﬁ;estos 'antéribres _
-préséln'taron patrones c;as_i idént.icbs en sus espectros de 'Hy lSé derivo después‘de asignar
las sefiales (cuadros 10, 11 y 12) y de exélminar los espectros‘ HMBC en la propuesta cie |
:los_ siguier_xte; pares diasteroisoméricos (ﬁg, 40):
1. Las orizabinas XIV(IZ) y XV (13) presentaron el grupo tlglo;lo en Ia posmlon C-4 de
-la qumovosa externa (qu1 ) el 2- met1lbutan01lo y n110110 en los centros C—6 de la "

glucosa yC-2dela ram‘nosa, respectlvamente. .

3
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Figura 38. Espectros de RMN 'H de las orizabinas XIV-XVII (12-15). Abreviaciones:
ram = ramnosa, glu = glucosa, qui’= quinovosa externa,tg = tigloilo, nl = niloilo, mb = 2-
metilbutanoilo. 500 MHz, CsDsN. : :
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Figura 39. Espectros de RMN 'H de las orizabinas XVIII-XXI (16-19). Abreviaciones: . -
ram = ramnosa, glu = glucosa, qui’= quinovosa externa, tg = tigloilo, nl = niloilo, mb =
2-metilbutanoilo. 500 MHz, CsDsN. * E e ' S
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2.

niloilo en el C~2 de'la ramnb'sle_ly.

98

Las orizabinas XVI (14) y XVII (15) tienen ¢l residuo tigloilo en la misma posicion

i

que los cdﬁlpuestos 12 y 13.(H—4 quinovosa extema). La localizaciﬁﬁ'de lds grupos 2-
met11butano1lo (mb) y n110110 (nl) no fue p051ble deduc1rla dlrectamente de sus

espectros HMBC debldo ala sobrepos:c:on de las senales correspondlentes a los

n
4 ‘\

carbonos C-1 de amibos grupos. Es dec1r, en el compuesto 14 solo se observa una

sefial para los centros C—1 del mb y del nl (6 175.59'), lo cual también sucede en 15
i C : !

. o P . ‘, : ' !
'para las misimas sefiales (8 175.39). Asi, se supuso que. la diferencia con el par de

c'ox'npuestos ‘1T2 13 debia ser la 1ocali2aci_‘(’m‘ de los grupos -mb y _‘i'nl en el nucleo
. . I""; ¢ : t . i

oligosacarido. Por lo tanto, en-las orizabinas XVI (14) y XVII ‘(‘1‘5') estos residuos se

: , Lo .
localizarian en los carbonos C-2 de la ramnosa y C-6 de la glucosa, respectivamente.

Las offzabiqas XVIII (16) y XIX (17) presentaron el primérP de los grupos mb en el

4 : 1

carbono C-4 de la quiﬂ_bvosa externa, 'el seglinido (mb") en é:l C-6 de la glucosa y el

H '
¢ o

o i .

v . LS

Las orizabinas XX (18) y XXI (19) presentaron uno de los residuos mb localizado en
el carbono C\—'4 de la quinovosa externa. Las posiciones del segundo residqo mb’ y del

R R S i )

nl no se lograron establecer mediante las correlaciones obtenidas en los espectros

HMBC, 'va que sc observa la misma situacién en los desplazamientos quimicos para
L : C .o : . Yoo

_ los- carboxilos de estos grupos (8 175.60 y 17':-5'.40) que Ia pre{/iamenté descrita para el

- -

par diasteroisomérico de los compuestos 14 y 15. De nueva cuenta, el patron de

_ sustitucion del nicleo oligosacérido en los compuestos 18 y 19 seria ¢l contrario al

..... 'rl_

1‘ establecxdo para el par de dlasterplsomeros 16 y 17 Es decsr, que el 2- met11butan0110

i

se encuentra en el carbono C-2 de laramnosay el n110110 en el C-6 de la glucosa.




Compuesto ) R, R, R,

R,
7 tg mb H nl
8 . tg nl ' ib, H
9 g nl b H
10 tg b ' "~ nl ‘H
o tg ib ol H
12y 13 tg - onl mb ~H
14 y15 tg mb nl H

16y 17 mb nl mb H
18 y 19 mb mb nl H

nl = niloilo, mb = 2-metilbutanoilo, tg = tigloilo y ib = 2-metilpropanoilo.
Figura 40. Estructuras propuestas para las orizabinas IX-XXI (7-19). 500 MHz, CsDsN.,
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Cuadro 10. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H de las orizabinas XIV-XVII

(12-15)*
Proton® 12 13 14 15

Qui-1  4.98d(9.0) 5.00d(8.5) 491d(7.5 5.02 d (8.0)
2 4.29.dd (9.0, 9.0) 4.3_1 dd (9.5, 8.5) 4.30dd (8.0,7.5) 4.32dd (9.0, 8.0)
3 4.18dd (9.0,9.0) . 4.17 dd (9.5, 9.5} 4.20-4.16 * 4.19dd (9.0, 9.0)
4 . 3.59dd(9.5,9.0) 3.61dd (9.5, 8.0) .3.60dd (9.0, 8.5) 3.62dd (9.0,9.0)
5 3.73dq{9.5,6.5) 3178370 * 3.74 dq(9.0,6.0) 3.78-3.70 *
1) 1.57d(6.5) - : ~1.62-1.56 * 1.59 d (6.0) 1.62-1.58 *

Glu-1 588d(7.0) .- 591d(7.5) 5.89d(7.5) 5.92d(7.5)

4.18 dd (9.0; 7.0)
422 dd (9.0, 9.0)
3.89dd (9.5, 9.0)

4.20dd (8.5,7.5)
4.24dd (8.5,8.0)
3.91 dd (8.0, 8.0)

4.16 dd (9.0, 7.5)
4.22dd(9.0,8.5)
3.51dd (8.5, 8.5)

4.19dd (9.0,7.5)
4.19dd (9.0,9.0)
3.94 dd (9.0, 8.5)

=
m
:c\m.h.wmg fo W~ WL RN R WU I )
1
v

3.98ddd (9.5,7.0,2.0) 3.99ddd (8.0, 6.5, 2:3) 3.97ddd (8.5,6.5,2.0) . 3.98ddd(8.5,7.0,2.0)
496dd(11.5,2.0) ! 497dd (11.5,2.5) 5.10-4.97 * T 5.01dd(11.5,2.0)
4.64dd (11.5,7.0) 4.65dd (11.5,6.5) 4.58dd (11.5,6.5) 4.6 dd (11.5,7.0)
6.25(1.5) 6.27d(1.5) 623d(1.5) . 625d(1.0)

620dd(3.0,1.5).
6.39 dd (10.0, 3.0)

6.22dd (3.0, 1.5)

", 6.41dd(10.0,3.0)

6.17dd (3.0, 1.5)
6.39 dd (10.0, 3.0)

6.19dd (3.0, 1.0)
6.41 dd (10.0, 3.0)

4.32 dd (10.0, 9.5) 4.34 dd (10.0, 10.0) 4.32dd (10.0, 10.0) 4,34 dd (10.0, 9.5)
4.81 dq(9.5,6.5) 4.82 dd (10.0, 6.5) 4.81 dq (10.0, 6.0) 4.60 dq (9.5, 6.0)
1.58 d (6.5) 1.62-1.56 * 1.58 d (6.0) 1.62-1.58 *
Qui-t  5.0d(8.0) 5.02d(8.0) ] 491d(7.5) 5.02d(8.0)
2 3.88dd (8.5, 8.0) "3.89 dd (8.0, 8.0) 3.88dd (8.5,7.9) 3.90 dd (9.0, 8.0)
3 4.15dd (8.5, 8.5) 4,18 dd (9.5, 8.0) 4.20-4.16 * 4.19 dd (9.0, 9.0)
4 5.33dd (9.5,8.5) 5.35dd (9.5,9.5) 5.33dd (10.0,9.5) 5.35dd (9.5, 9.0)
5 3.73dq (9.5, 6.5) 3.78-3.70 * 3.72 dq (10.0, 6.5) 3.78-3.70 *
6 1.34 d (6.5) 1.33 d (6.5) 1.32d (6.5) 1.33 d (6.0)
Jal-2a  2.82ddd (15.0,8.0,2.0) 2.84ddd(15.5,85,1.5) 2.82ddd(i55,80,3.5) 2.86-2.80*
2b 2.61 ddd (15.0, 9.5,2.5) 2.62ddd (15.5,10.0,3.0) 2.62ddd(15.0,10.0,3.0) 2.62ddd (15.0,10.0,3.0)
11 3.90-4.00 * 3.95sa 3.85-3.95.* 3.97-3.94 * '
16 0.87t(7.0) 0.87 t (7.0) 0.87 t (7.0) 0.87t(7.0)
mb-2  2.38q(7.0,7.0) 2.39tq(7.5,7.5) 2.381q(7.0,7.0) 2.391q(7.0,7.0) .
2-Me  1.16d(7.0) 1.16 d (7.5) 1.15d(7.0) 1.16 d (7.0)
3-Me  0.99t(7.5) 0.99 t (7.5) 0.99 1{7.0) 0.99t(7.5)
ni-2 2.82dq (7.0, 7.0) 2.84dq(7.5,7.5) 2.84 dq (7.0, 7.0) 2.85dq (7.5, 6.5)
3 4.36 dq (7.0, 6.0) 437dq(7.5,6.5) 435m 4.37dq (7.5, 6.5)
2-Me  1.28d(7.0) 1.29d(7.5) 1.30 d (7.0) 1.31d (6.5)
3-Me  1.36d(6.0) . 1.37d(6.5) 1.35d(6.5) 1.36 d (6.5)
tg-3 6.96 qq (7.0, 1.0) 6.98 qq (6.5, 1.5) 6.96 qq (7.0, 1.5) 6.98 qq (7.0, 1.0)
2Me  1.83d(1,0) 1.84 m 1.83m 1.84 m
3IMe 1.60 dq (7.0, 1.0) 1.62-1.56 * 1.62-1.58 *

1.60 dq (6.5, 1.5)

a¥0%er cuadro 2.
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Cuadro 11. Desplazamlentos quimicos en la RMN 'H de las orizabinas XVIII-XXI
(16-19)"
Protén® 16 17 18 19
Qui-l  5.0d(8.0) 4.97d (8.0) 5.0d(8.0) 4.99 d (7.5)
2 4.31 dd (8.0, 8.0) 4.28 dd (8.0, 8.0) 1430 dd (9.0, 8.0) 4.29dd (9.5, 7.5)
3 4.17 dd (9.0, 8.0) 4.14dd (9.0, 8.0) 4.18 dd (9.0, 8.0) 4.19-4.13 *
4 3.61dd (9.0, 9.0) 3.58 dd (9.0, 9.0) 3.61dd(9.5,8.0) 3.59.dd (9.5, 9.5)
5 3.74 dq (9.0, 6.5) 3.71 dq (9.0, 6.0) 3.74 dq (9.5, 6.5) 3.72 dq (9.5, 6.5)
6 1.59 d (6.5) 1.56 d (6.0) ' 1.59d (6.5) 1.54 d (6.5)
Glu-l  5.91d(7.0) ¥ 5.87d(75) | 5.904d(7.5) 5.88d(7.5)
2 4.19dd(9.0,7.0) 4,16 dd (7.5,7.5) 4.17dd (9.0,7.5) 4.19-4.13 *
3 4.23dd (9.0, 9.0) 4.20 dd (9.0, 7.5) 4.23dd (9.0,8.5) 4.21dd (9.0,9.0)
4 3.91dd (9.0, 9.0) 3.88 dd (9.0, 8.0) 3.93dd (8.5, 8.5) 3.90 dd (9.0, 8.5)
5  3.98ddd(9.0,70,20)  3.96ddd(8.0,65,20)  3.96ddd(85,6.5,2. 0) . 3.96ddd (8.5, 6.5, 2.0)
6a  4.98dd(11.5,2.0) 4.95 dd (12.0, 2.0) 4.90-5.0 * 4.95dd (11.5,2.0)
6b  4.65dd(11.5,7.0) 4.62 dd (12.0, 6.5) 4.59dd (11.5, 6.5) 4.57dd (11.5,6.5)
Ram-l 626d(2.0) 6.24 d (1.5) 6.23 d(1.5) 6.22d(1.5)
6.22 dd (3.0, 2.0) 6.19 (3.0, 1.5) 6.16 dd (3.0, 1.5) 6.15dd (3.0, 1.5)

6.40 dd (10.0, 3.0)
4.33 dd(10.0,9.5)

6.37 dd (10.0, 3.0)
4.30dd (10.0,9.5)

6.39 dd (10.0,3.0)
4.31dd (10.0,9.5)

6.37 dd (10.0, 3.0)
4.29dd (10.0,9.5)

2
3
4
5 4.82dq(95,6.0) 4.79dq (9.5, 6.5) 4.81dq(9.5,6.5) 4.79dd (9.5,6.0)
6 ' 1.59d(6.0) - 1.56d (6.5) 1.58d (6.5) 1.56 d (6.0)
Qui-1  4.98d(8.0) . 495d(7.5) 497d(8.0) 495d(8.0)
2 3.85dd (9.5, 8.0) "3.82dd (9.5, 7.5) 3.844dd (9.0, 8.0) 3.82dd (9.0, 8.0)
3 4.09dd (9.5,9.5) 4.07dd (9.5,9.5) '4.10dd (9.5,9.0) 4.07 dd (9.0, 9.0)
4 5.25dd (10.0,9.5) 5.22dd (9.5, 9.0) 5.24 dd (9.5, 9.5) 5.22dd (9.0,9.0)
5 3.69 dq (100, 6.5) 3.67 dq (9.0, 6.5) 3.68 dq (9.5, 6.5) 3.67dq (9.0,6.5)
6 1.36 d (6.5) 1.32d (6.5) 1.34 d (6.5) 1.32 d {(6.5)
Jal-2*  2.81ddd(15.0,7.5,3.5) 2.79dd (155, 8.0,3.0) 2.81 ddd (15.0,8.0,3.0)  2.79ddd (15.0, 8.5, 3.0)
2b 2.59ddd (15.0,9.5,2.5) 2.57ddd (15.5,10.0,2.5) 2.58ddd(15.0,10.0,3.0) 2.57 ddd(15.0,9.5, 3.0)
11 3.96-3.88 * - 3.-95-3.90 * 4.00-3.90* - 3.95-3.90"
16 0.87t(7.5) 0.84 1 (7.5) 0.871(7.0) 0.841(7.0)
“mb-2  2.38tq(7.0,7.0) 2.361q (7.0, 7.0) 2.381q(7.0, 6.5) 2.471q(7.0,7.0)
2-Me  1.13d(7.0) 1.13d(7.0) 1.15d (7.0) © 1.18d(7.0)
3-Me  0.99t(7.5) 0.96 d (7.0) 0.98 t(7.5) 0.93 t (7.0
mb’-2  2.49tq(7.57.35) 2.471q(7.0,7.0) 2.491q(7.0,7.0) 2.36tq(7.0,7.0)
2-Me  1.17d(7.5) 1.17d (7.0) 1.20d (7.0) 1.13d (7.0)
3-Me  06.961(7.5) 0.93d(7.0) 0.95t(7.5) 0.95t(7.0)
nl-2  2.84dq(7.0,7.5) 2.81dq (7.0, 6.5) 2.84dq(7.0,7.0) 2.82dq (7.0, 7.0)
3 437m 4.34 dq (6.5, 6.5) 74.35m 434 dq (7.0, 6.5)
2-Me 1.29d (7.5). 1.26d4(7.0) 1.30d (7.0) 1.28d (7.0)
3-Me  1.35d(6.0) . 1.34 d (6.5) 1.35 d (6.0) 1.33 d (6.5)
ayb

Ver cuadro 2.
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Cuadro 12. Desplazamientos quimicos en la, RMN Be de_'las_ orizabinas XIV-XXI

(12-19)".
Carbono ° 12 13 14 15 16 17 18 T 19
Qui-1 101.33 100.89 101.15 100.95 100.38 100.87 101.14 100.95
2 7917~ 7920 . 79.08 ~78.85 - 78.49 -78.88 - - 79.07 - 7924
3 78.64 7846 .. 78.63 78.44 77.94 78.42 " 78.63 78.44
4 77.44 77.26 , 77.49 77.29 7675 7725 .. 7750 77.31
e 5, 72.67 7247 . 72.68 7247 7195 72.45 72.68 72.48
.6 18.75 18.52 1869 °  '18.53 17.95 18.50 18.24 18.51
Glu-1 101.70 101.16 101.15 100.95 , 100.63 101.11 101.14 100.95
o2 79.38 7920  79.44 7924 78.68 79.18 79.43 78.87
3 - 77.45 7726 77.55 7729 7675 77.25 77.50 77.31
4 72:50 72.32 72.55 72.35 71.81 7231, 7254 72.35
5 75.16 - 74.96 75.07 74 87 74.46 74.96. 75.08 74.88
-6 65.00 64.81 64.84 . 64.63 64.29 64.79 . 64.84 64.63
Rha-1. 95.61 96.36 - . 96.52 9632 , 9585 96.34. 9652 96.34
2 70.00 69.83-  .70.18 -69.98 . 69.30 69.80 70.18 69.98
3, 71.49 71307 . 7148 © 7129 . 70.79 7127 . 7148 -71.29-
S 4 79.09 78.89 - - 79.02 78.85 78.39 78.98 .., 79.07 78.87
.5 68.85 6865 . - 6887 | 68.67 68.13 6862 6885 68.65
S 6 1860 -« 1852 “18.77 . 1846 .. 18.01 18.44 18.77 18.51
Qui’-1. 105.40 , 10521 . 10542 10521, , 104.66 105.16 . 105.39 105.19
2 745.34 75.16 - 7533 75.14 . 7472 7525 7540 75.25
3 75.58 T7538 . 75.57 7 7537 74.72 75.21 | 75.45 75.25
4 77.09 ;7691 .. 77.09 - 76.89 75.84 76.30 76.50 76.30
5. 7067 7047 70.67 7046 69.83 7031 . 70.53 70.32
6 18.21 17.97 18.21 17.96. 17.51 17.99 18.68 17.99
Jal-1 173.51 173.32 - . 173.51 173.32 172.82 173.31  173.51 173.32
2 © . 34.69 34.48 34.69 3447  .33.95 34.44 13467  34.46
1 ©79.38 Y 79200 79.54 777932 ., ;7868 . 79.48 7951 - 7925
16 14.53 . 1429 .- 1452 . 1426 , 13.77 14.27 14.52 1427
mb-1 175.57 17539 +175.59 175.39 174.89 175.38 175.60 175.43
2 £ 4135 41.14 41.34 41.11 40.62 “41.11 41.33 41.11
.~ 2-Me £7.24 - "17.00 17.21 16.97 1648 1697 17.2¢ 16.97
3-Me 11.98 11.74 - 11.97 11.73 11.22 11.80 11.96 11.80
mb’-1 ) 175.40 17588 . 176.09  175.90
-2 ) . 41210 - 4169 41.93- -~ 4172
2-Me o - 16.48 16.97 17.21 16.97
3Me : o - 11.30 11.72 12.05 11.73
T oal-l - 17575 175.55 175759 175.39 175.06 —-- 175.55 175.60 - - 175.39
2 48.71 48.50 48.95 48.71 4798 48.49 48.95 48.73
3 69.26 69.06 - 69.26 69.05 | 68.55. 69.05 69.26 . 69.05
2-Me 13.63 13.39 13.54 1329 . 12.88 1337 ., 1355 1331
T 3-Me 21.11 20.89 21.12 20.87 - 20.37 - 2087 . 21.13, 20.91
tg-1 167.70 167.51 167.68 167.49
2 12927 129.10 129.27 129.08
3 137.73 137.51 137.72 137.51
2-Me 12.45 12.21 12.46 12.21
3-Me 14.36 14,12 14.36 14.10
3Y% Ver cuadro 3.
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Debido a la ausencia:de interacéionesssignificativas 'H-"H (ROESY, NOESY) a
través del espacio entre los protones de los residuos 2-metilbutanoilo y niloilo con los del
nicleo oligosacarido, nuestra atencion se enfoco en los desplazamientos quimicos () de

RS 21T

los nicleos de '"H y "’C de las orizabinas XIV-XXI (12-19) .(cuadros 10—12) con el
objetivo de sustenta.r.la localizaéiénr de los residuos antes mencionados en las orizabinas
XVI (14), XVII (15), XIX (18) y XXI (19).

Las $eﬁales del H-6 de la glucosa y H-2 de la rémnosg involucradas en la
esterificacion de l-os grupos 2-metilbutanoivlo‘ (mb) y niioilo (nl) de las orizabinas XIV
(12)-XX1 (19) no reﬂejardn ninguna variacion significativa en los desplazamientos
quimicos (8) como una consecuencia del intercam})io en las posiciones de estos residuos.
qu ejemplo, las sefiales ‘de proton én los compi:xéstos 12-15 para H-6 dé la gluéosa
(cuadro 10) son ﬁuy semejantes entre si, sin ‘importar que los compuestos 12-13
presenten en ese centro el mb y los 14-15 ‘al nl. Sin embargo, las séﬁales de lo; carbonos -
C-1 de la quinovosa interna y la gl'ucosa’se encuentra;n enla rp_isma bosicic’m en los parés
- 14-15 (8 101.1 y 8100.9) v 18-—19 (3 101.1 y 100.9) (ver cuadro 12) a diferencia dé 1a§
sefiales de C—1 generadas por los compuestos 12-13 y 16-17 q;ue. ap'arecen separzidas :
entre .si (A5 0.3-0.4 ppm). En 'la, figura 41 se ilugtra la region para los carbonos
anoméricos de los compuestos 17 y 19 donde Sq observa el cambio.en el desplazan;iento_
quimico del carbono C.,—i de la glucosa (AS 0.2 ppm) cuando el grupo nl se encuentra

fuera de la macrolactona, es decir en la posiciéon C-6 de la glucosa.

’
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Figura 41. Seccion de los espectros de RMN de #3C correspondiente a los carbonos
anoméricos (C—1) de las orizabinas XIX (17) y XXI (19).

" o1 .

R

La propueét.a pafa expiicar' ;stas péq'uéﬁelis va'riacionés en l‘;as desplézam.i-éntos
quimicos cie E C esta relacic;nada con -posiblés cambios en la confor;nacibﬁ d;:l eéqﬁeleto
“de carbono 'riqAa'crocicl.ic'o. Los mnicleos iie 13C~'afe’c‘tadbs' s‘(-)'n.la.as que fonﬁan-pa.i-‘rlte del
sistema ciclico € iridican 'q'ué el glicolipido po&ri’ﬁ modificar ligf.':ranierite su cbhformacién
cuando un grﬁpé de méyor' volumen (niloflo) se intercambia pdr uno de menor tamafio
* (2-metilbutanoilo) entre’ las posiciones -C-2" ¥ C-6 “de la ‘ramnosa y glucosa
‘ respectivamente. Estas observaciones permiten sustentar la localizacion- contraria del
2-metilbutanoilo (mb) en las orizabinas XVI (14) y XVII (15) que la'propuestarpara los
compuestos 12 y 13. Asi, las orizabinas XX' (18) y: XXI' (19) tendran también el mb
situado en el centro C-2 de la ramnosa mientras que los compuestos 16 y 17 presentan

, .
este residuo en el carbono C-6 de la glucosa (fig. 34).
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5.1.4.1. Analisis de los residuos niloilo y 2-metilbutanoilo.

El tratamiento de los productos naturales 7-19 con una solucién de K;CO; (Du et
al., 1998) en un sistema bajo reflujo libero los 4cidos orgénicos‘(_niliCO, 2-metilbutanoico,
tiglico el isobutirico). presentes en cada uno de los glicolipidos. Cada uno de los 4cidos
]ibefados ée tran_sférmc’: a sus coqespondientes ésteres de p-bromofenacilo con la
finalidad de incrementar su peso molecular, facilitar su extraccién y disminuir ‘las
pérdidas durante sﬁ manipulacion. La separacion de la mezcla de éstleres en cada caso se
hizo mediante CLAP ¢n coll'lmna de fase normal (810,), logre’indose la obtencién de los
picos correspondientes a los ésteres de los dacidos 2-metilbutanoico, nilico, 2-
metilpropanoico y tiglico. Las é‘onstantes espec.trolscc’)picas y la rotacién optica [o]p + 18 |
(¢ = 1.0, MeOH) del‘2—metiibutaﬁoato de p—brorriofenacilo obtenido en cada resultaron
idénticas a las descritas para el enantiomero S (Noda et al., 1987; Ono et dl., 1990b).

~ Las constantes esﬁectroscébicas en la RMN de lH._que preseﬂté el nilato de p-
.bromofenacilo (fig. 42) obtenido. de cada uno de. los glico-lipidos (7-19) reflejé la
existencia.de un sélo paf diasterdisomérico de las dos formas posibles, ie. 2R,35 0 25,3R-
~ (serie eritro) y 2R3R o 25,35 (serie treo) (Tai e Imaida, 1978). Las constantes de
acoplamiento (i) que presentaron los protones H-2 con H-3 cercanas a 7 Hz
establecieron la conﬁguracién rellativa treo (Maskens y Polgar, 1975; 'Massiot et al.,
1992). La distincion enl,:i;e los QOS enantiémeros (2R,3R o 25,35) se ha efectuado mediante
la determinacion de su -rotaci()n dptica como ésteres de p-BromofenaciIo (Du et al., 1998;

Miyahara, et al., 1996'; O_ho et al., 1990b) o como derivados esterificados (Dagne et al.,
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1996). En la présente investigacion la determinacion de la configuracion absoluta en el
residuo de niloilo no se hizo mediante el fegistro de su rotaciéon optica debido a la
~ cantidad escasa de muestra disponible. Se utilizd como -una alternativa la preparacion de
- los ésteres de Mosher (Ohtani ez al., 1991; Rieser et al., 1992). Asi la determinacion de la
~ configuracion absoluta: del carbono (C-3) que.soporta el grupo” OH mediante su
esterificacion con los acidos de Mosher permitié la iﬂentiﬁcacién inmediata del
" ‘enantiomero correcto 2R,3R 0 28,38 presente en cada uno de los residuos generados por la

hidrolisis de las orizabinas IX-XXI(7-19). -~ -~ = 7 1

'O 'CH; OH

1] | I
- Br—©— ;—0~C—CH—CH—CHz. .
. 1 2 3

-

: Flgura 42. anato de p- bromofenacﬂo
4 . S LR ‘ T .

De acuerdo con esta'metodologia, la determinacion de la ponﬁguracién.absoluté de
alcoholes y aminas quirales se establece desde la correlacion entre la configuracion de los
gsteres diastéroisomé_ricéos de los ésteres de MTPA formados y los desplazamientos
quimicos observados en la RMN 'H. Para esto, se considera que en solucion, el grupo
MTPA tiene una conformacion preferida en donde el protén del carbinol, ¢l carquilo del
é.ster y el tr_iﬂuo‘ro.r_r.letilo se encuentran en un mismg')'.'plano l(ﬁg. 43a) y_dgbido a los
efectos d%amragn‘éticos del.gm\illo de bgnpeno_, las sefiales de lg_s proFonfis Ha, Hb y Hc;en el
. éster (R)-MTPA‘sgsldésplazarén hacia campos _al_tps con respecto a aquellas rsei’iales
. correspondientes al derivado (5)-MTPA (fig. 43b). El_ efecto g:oqtrla‘rio sucedera en el caso

de los protones Hx, Hy y Hz. Por lo tanto, si la diferencia en los desplazamientos entre las
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sefiales de ambos derivados (A = Os — 8g) Pposee un valor positivo (A6_>0) €stos protones
se encuentran del lado ._derech‘o del plano y si.es r-xegativa (AB?O) s€. ehci;en"fran del lIado.
izquierdo'del mismo (fig. 43c) (Ohtani et al., 1991).

Las constanteé espectroscopicas (3 'H) de los ésteres-;‘rde Mosh;arR y S de los
nilatos de p-brombfenacilo, derivados fueron analizadas y se enéontré que cada par de
compuestos indistinguibles espectroscopicamente preéentaron ambos enantiémeros de .la‘
serie treo para los nilat(;s que esterificaban el ntcleo oligosaééfido. En 'ellcuadro 11 se

resumen los desplazamientos quimicos (8) de los derivados (S) y (R)-MTPA del nilato de -
p-bromofenacilo provenientes‘de las orizab‘inés X (8) y XI (9) y su aplicacion en el.

establecimiento de la configuracion absoluta para el centro estereogénico C-3.

(OMe) (Ph} (R)-MTPA
Ph Mo (5)-MTPA
Lz
o
L3 CFa
H 0.
/ (@)
(OMe) {Fh) {R)-MTPA

{S)-MTPA OMT PA,

%X

()

Figura 43. Modelo para el establecimiento de la configuracién absoluta del C-a en
alcoholes secundarios mediante la generacion de los ésteres de Mosher y el empleo de la ‘
RMN 'H.

107



Cuadro 13. Efectos en el desplazamiento quimico (8) de los nucleos vecinos al centro
C-3 de los ésteres de Mosher del nilato de pjbromofenacilo derivados a partir de las
orizabinas X (8) y X1 (9). : _ R - | .

MTPA 3CH, ASH 2CH; Aon 2 AsH Configuracién
T | c-3
R T3¢ 3007 130 -005 29  —003 2R
s 14y’ ©o12st 293 '
5 R 1435 _007 124 - +007. 293 +0.03 2§
s 136 131 296

-

En el derivado proveniente del compuesto 8 se determiné la configuracion absoluta

R en el carbono C-3 (fig. 44) y, por lo tanto este residuo corresponde al isomero 2R,3R.

OMTPA

A8 = 0.03 |
AS= 0.05 CHa———TH——“(i——— CHy A&=+007

corR H .

R=0C Hz(C(,HJ)Br

Figura 44. Determinacion de la configuracion absoluta (R) del centro C-3 del éster de
Mosher proveniente-del nilato presente en la orizabina X (8). :

¢
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El andlisis de los glicolipidos .restantes utilizando la metodologia descrita
anteriormente pérmitic’) gleferrriinar la coﬁﬁgurécién absoluta del residuo nitoilo 2R,3R en
.las orizabinas IX (7), XIII (11), XIV (125', 4XV.II (15), XVIII (16) y XXI (19) y la
configuracion 25,35 en las XII (10), XV (13), XVI (14) XiX (I17)' y XX (18). De esta

forma, estos compuestos se caracterizaron como se describe a continuacion:

!

Orizabina IX (7):.éster intramolecular 1, 3°"-{{0-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-B-D-
glucopiranosil-(1—>4)-0-6-desoxi-2-O-(25)(2-metil-1 -oxo-butil)-q-L-manOpiranosil-
(1-2)-0-4-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil-1-oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-(1—>2)-6-

desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi} del cido (11S)-11-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina X (8): éster intramolecular 1, 3’"-{[O-6-desoxi-4-0-(l-oxo-tigli])-B-D-
glucopiranosil-(1—4)-0-6-desoxi-2-O-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil-1-oxo-butil)- a;Lé
manopiranosil-(1—2)-0-6-0-(2-metil- 1-oxo-propil)- ﬁ'-D-glﬁcop_irano'sil-( 1-2)-6-desoxi- -

B-D-glucoﬁiranosii] oxi} del &cido (1185)-11-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XI (9): éster intramolecular 1, 3"'-{[O-6-desoxi-4-O-(l;oxo-tiglil)-B-D-
glucopiranosil-(1-»4)-0-6-desoxi-2-0-(25,35)(3-hidroxi-2-metil-1-oxo-butil)- a-L-
h'anopiranosil-( 12)-0-6-0-(2-metil-1 ;oxo-propi])- B-D-glucopiranosil-(1—»2)-6-desoxi-

B-D-glucopiranosil] oxi} del acido (115)-11-hidroxi-hexadecanoico.

»
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" Orizabina XII (10) éster mtramolecular 1, {[O -6- desox1 4- O (1-oxo-tighil)-p-D-
| gluqopiranosil;( 1 —>4)—O-6-déso>l<i-2-b-(2-métil"- 1 -oxo-pro;')i'i)?a-L-manlopirahosil-( 152)-

- - \ Lo T ‘ T Yy i CooLn
0-6-0-(28,38)(3-hidroxi-2-metil-1-oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-(1—2)-6-desoxi-B-D-

giucopiranosil] oxi} del 4cido (1 15)'-1 -hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XIII (11): éster intramolecular 1,3”’-{[O—6—desoxi-4—0~(1-oxo-tiglil)-B-D-
glucoplranosﬂ (1-—>4) 0-6 desox1 2 0-(2 metll 1 -0X0- propll) -a-L- manoplranosﬂ (1—>2)

!

0-6- O-(2R 3R)(3 -hidroxi-2- rnetll 1-0x0- butll) B D- glucoplranosﬂ (1—>2) 6- desox1 B D-

giucopxranosﬂ] 0x1} del acndo(llS) 11- h1dr0x1 hexadecanonco

v . 4 f . ¥
. ’ - P

Orlzabma XIv (12) éster mtramolecular 1,37 {[O-6-desoxi—4-0—(l-oxo—tiglii)-B-D-

glucoplranosﬂ (1-—->4) 0-6 desox1 2- O—(2R 3R)(3 h1drox1 2 metll 1 -0X0- butll) -Qt- L-
. ' ; ;

manoplranosﬂ (1——)2) -0-6- O (2S)(2 metll 1 -0X0- butll) [3 D- glucoplranosﬂ (l—>2) 6-

desoxx B-D- glucopxranosnl] ox1} del ac1do (1 lS) 11 hldl‘O‘(l hexadecanonco

Orizabina XV (13) éster mtramolecular 1,37 {[O 6-desoxi-4- O-(l oxo-tiglil)- B D-

e

glucoplranosﬂ (1—>4) O 6- desox1 2-0- (ZS 35)(3 -hidroxi-2- metll 1-oxo-butil)-o-L-
manoplranosﬂ (1—~>2) -0-6-0- (25)(2 -metil- l -0X0- butll) B D- gluc0p1ran051l (1-—)2) 6-

B

desox1 B-D- glucoplranosd] oxn} del ac1d0 (l lS) ll -hidroxi- hexadecanmco

Orizabina XVI (14): éster intramolecular 1,3"""-{[0-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-B-D-

glucopiranosil-(1—4)-0-6-desoxi-2-0-(25)(2-metil-1-oxo-butil)-a-L-manopiranosil-
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(122)-0-6:0-(28,38)(3- h1droxn 2-metil-1-oxo0; butll) B D- glucopiranosﬂ -(1-2)-6-

desoxi-p-D- glucoplranosﬂ] oxi} del acido (1 lS) 11 h1drox1 hexadecanonco

'Orizabina XVII (15): éster intramolecular 1;3”'—{[_O-6-desoxi-4-0-(I-oxo-tiglil)—B-b-
glucopiranosil-(1->4)-0-6-desoxi-2-O-(28)(2-metil- 1 -oxo-butil)-o-L-manopiranosil-
( l—>2)-O-6-O—(2R,3R)(3-hidroxi-Z-metil- I -oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-( 1-2)-6-

desoxi-p-D-glucopiranosil] oxi} del acido (115)-11-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XVIII (16): ¢ster 1ntramolecular 1, 3 {[O 6-desoxi-4-0-(25)(2-metil-1-oxo-
B butil)-B-D-glucopiranosil-(I——>4)-0-6-desoxi-2-0—(2R,3R)(3-hidroxi-Z-metiI-1-oxo-butil)-
a-L-manopiranosil-(1--2)-0-6-0-(25)(2-metil-1 —oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-'( 1-52)-6-

desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi} del acido (118)-11-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XIX (17): éster intramolecular 1,3"'-{[0-6-deqxi-4-’0-(2S)(2-metil-l-dxo-
butil)-B-D-glucopiranosil-(l—>4)-O-6edesoxi-2-O-(2S,3S)(3-hidroxi-2-metil~l—oxo—butil)—
a?L-manOpiranosil-(l—>2)-O-6-O-(2S)(2-metil-1-oxo-butil)-B-D-glucop‘irandsil—(1—+2)—6-

desoxi-fB-D-glucopiranosil] oxi} del 4cido (118)-11-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XX (18): éster intramolecular 1,3"”-{[O—6-desoxi-4-0-(2S)(2-metil-1-oxo-
butil)-B-D-glucopiranosil-(1—4)-0-6-desoxi-2-0-(2S)(2-metil-1-oxo-butil)-o-L-
. manopiranosil-(1—2)-0-6-0-(2S,35)(3-hidroxi-2-metil- 1-oxo-bufil)-B-D-gluc’:opiranosil-

(1->2)-6-desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi} del acido (115)-11-hidroxi-hexadecanoico.
' 1 -




Orizabina XXI (19): éster intramolecular 1,3"""-{[0-6-desoxi-4-O-(25)(2-metil-1-0xo0-
butil)-B-D-glucopiranosil-(1-—4)-O-6-desoxi-2-O-(25)(2-metil-1 -dxo-bﬁt_il)-a-L-
manopiranosil-(1—52)-0-6-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil-1-oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-

(1-»2)-6-desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi} del acido (11S)-11-hidroxi-hexadecanoico.

;o
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5.1.5. Actividad citotéxica dé _las escamoninas I (1) y II(2) y lgs orizabinas V—XXI
3-19). | o

La evaluacién citotéxica de las escamoninas I (1) y II(Z) y las orizabinas V-VIII
(3-6) se efectud. toméndo como rgferencia la elipticina- fnediante el mé.todo de
microplacas (22 QL) y como métodorde cuantificacion de proteinas la tincidn con
sulforodamina (Likhitwitayawuid ef al.,.1993). 'Las orizabinas XIX-XXI (7-19) ﬁeron
ev.aluadas seglin ei método en tubo de ensayo y utilizal-ldo la técnica de Bradford para
determinar el conte:nido proteico.

Los resuléad‘os obtenidos en las pruebas preliminares de la evaluacion citétoxica en
la jalapina de esta l}aiz (Sosa-Vasquez, 1993) mostraron una éctividad significativa en dos
- lineas celulares cancerosas: carcipoﬁa nasofaringeo humano (KB) y el linfoma de
muridos (P-388) p'ara las fracciones primarias III-VII (<20 ug/mL) de la jalapina. La
confirmacion de una actividad citotéxica no especifica del extracto cloroférmico
(jal..apina-) de esta raiz ﬁotivé'el estudio fitoquimico de las fraéciones primafias més
activas, entre las duales se encuentra la fraccion primaria de la jalapina (FPJ) con el
proposito de loérar el aislamier}to de glicolipidos bioactivos. Los compuestos de esta
naturaleza con propiedades citotoxicas no se-reportan con frecuencia siendo ejerﬁpios la
tricolorina A (Pereda-Mirahda, 1993} y el glicolipido mayoritario de /. stans (Reynolds et
al., 1995).

La actividad citotoxica de los constituyentes mayoritarios (comp.uest‘os 1-19) de la

FPJ s¢ presenta en el cuadro 14. En general, la actividad citotoxica que mostraron los

glicolipidos evaluados fue significativa en la linea celular de cancer nasofaringeo (KB) y
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en menor grado en la de cancer de ovario (OVCAR). Resulta interesante resaltar que los
glicolipidos provenientes de la fraccion F (7-—i9) de menor polaridad son los que poseen
las actividades citotoxicas mas importantes (CE5'0< 4 ug/mL). La orizabina VII (5) mos_trc’)
un valor de 8_ pg/mL para la linea KB mientras. que los compuestos anéiogos con una
residuo metilbutiroilo adicional en la posicion C—4 de la duinovosa_ externa, las orizabinas
XX (18) y XXI (19), presentaron valores de CEsq = 1.74 y 1.82 pg/mL respectivamente.
Por lo tanto; es posible suponer que las orizabinas de menor poiaridad (7-9) presentaron
una mayor actividad citotéxica gracias a la mayor liposolubilidad atribuida al grupo éster
" aditional que preseritaron los nticleos oligosacaridos: Ademas, no se ha reportado a la
‘fecha un rmhecanismo de accion especifico, -solo se ha propuesto que’ este tipo de
Compﬁeétos actian como iondforos modificando la permeabilidad de las membranas

Lo

' Celulares (Kitakawa et al., 1989). -

114




Cuadro 14. Actividad citotéxica de las escamoninas [ (1) y II (2) y las orizabinas V

(1)~-XXI (19).

Compuesto . Linea celular®, CEso (ng/ml)*

HCT-15 SQC-1UISO OVCAR KB
1 (escamoning I) >20 19.54 >20A _ 7.51
2 (e_scan{onina in x >20 18.22 . 19.46 10.43
3 (orizabina V) >20 19.96 >20 13.00
4 (orizabina VI) _ .>20 >20 >20 3.0
5 (orizabina VI[) © 520 17.13 520 8.0
6 (orizabina VIII) >20 >20 >20 19.70
7 (orizabina IX) 9.1 120 15.8 5.5
8 (orizabina X) . 10 16.1. 33 3.31
9 (orizabina XI) 6.3 10 7.9 1.74
10 {(orizabina XII) . 15.8 - >20 . 8.7 12
11 (orizabina XIII) >20 >20 >20 1.82
12 (orizabina XIV) 10 16.6 14.5 229
13 (orizabina XV) o >20 >20 >20 1.09
14 (orizabina XVI) - 132 . 15.8 15.8 1.9
15 (orizabina XVII) | 25.1 12 15.8 1.66
16 (orizabina XVIII) | 20 19.9 11.5 2.10
17 (orizabina XIX) ‘ 831 18.2 12.6 2.29
18 (orizabina XX) 17.4 15.8 6.3 1.74
19 (orizabina XX} - >20 11 39 1.82
Elipticina 0.24 0.096 0.13 0.04

a Abreviaciones:HCT-13, cancer de célon; SQC-1 UISO, cancer de cervix celular escamoso; KB, cancer
nasofaringeo; OVCAR, céncer de ovario.

s
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5.2. Analisis fitoquimico de Ia raiz de Ipomoea purga.

5.2.1 Obtencion dé los acidos glicosidicos metilados de 1a convolvulina.

| ' 5
! \

La extraccion cloroférmica del material vegetal de I purga prodlgo 4, 41 g de

4
i

' Jalapma y: la metanohca 169.55 g de convolvulina. El total de la convolvulina se fracc1ono

mediante cromatograﬁa en columna (Si0O,), utilizando c':omo eluyente mezclas de

metanol—cloroformo—acetona con un incremento gradual de ia polaridad. Cada una de las

fracciones obtenidas (I-VII) se sometié a evaluacion de su potencial citotdxico en tres
lmeas celulares cancerosas humanas cancer de colon (HCT—IS) carcmoma de cervix

celular €scamoso (SQC i UISO) y carcmoma nasofarlngeo (KB) (cuadro 15) Se

3

encontré que la fraccxon I presento act1v1dad citoxica s;gmﬁcatwa (CE50< 5 pg/ml)

contra las tres lineas ensayadas. '

Cuadro 15 Actmdad 01totox1ca de las fraccxones del extracto metanollco
: de Ipomoea purga

N

Fraccion | Linea celular® CEso (;.Lg/ml)
HCT-15 SQC-1UISC . " KB
1 1659 218 3.23
I 301 338 . 446
II © 3.0l 14,79 34.61
IV - 5012 28.18 24.54
V- 3090 . 1445 41.68
VI 281 363 - 288
VII 7244 1659 2511,

®Abreviaciones: HCT-135, cancer de colon SQC-1 UISO carcinoma de cerv1x celular
escamoso, KB, carcinoma nasofarmgeo

!

3
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" Cada una de las fracciones se hidrolizo por separado en medio bésico y las mezclas

de reaccién mostraron una gran homogeneildad por cromatografia en éapa fina. Este
analisis permitio la dt;tecc-ic')n lde dos comﬁ;)ric;ﬁtes mayéritafiosl(Rf = 01 y 0. 15; Ci-ICh,-
___MeOHQHZC), 6:4:1). La fraccién II (500 mg) se hidroli.zé,ry sofnetié a esterificacion con
diazometano para su posterior separacion y purificacion mediante cromatografia liquida -
“de alta presion (CLAP). El sistema cromatografico al nivel preparativo utilizado fue el
| -siguiente: columna NH; (pBondapakTM, 19 x 150 fnm),’fase movil: acetonitrilo—agua
. (78:22), flujo: 4. mL/min y detector:.indice de refraccion’ (64 UIR) (fig._44). De esta
~ forma, se aislaron los ésteres purglcos A (26) (119 mg, tg = 26.73 min)y. B (27) (28 3 mg,

tr = 23.38.min),y el artefacto d_e_ reaccién 28 ,(12 mg, __tR = 18.8 ‘r‘nin).(ﬁg. 45). La

"""""

o 450.00
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B
my 300.08 3
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w00, 800 10.00 11,08 400 1640 1 'no X 200 ,. 2400 .00 20,00

Mmutus
Figura 45. Cromatograma de los é4cidos gl1c051d1cos metllados obtenidos a partir de la

fraccion II de la convolvulina de Jpomoea purga. Condiciones: columna Cyiz (19 x 150
" "mm, 10 pm); fase: CH;CN-H,0 (8:2), ﬂujo 4 mL/mm myecc:lon 500 L (80mg/mL) y .
detector: mdlce de refraccion. :
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5.2.2. Analisis de los carbohidratos presentes en los ésteres pﬁrgicos A(26)yB(@27).
La hidrolisis de los ésteres glicosidicos 26 y 27 en medio 4cido se efectus con el
objetivo de conocer: la naturaleza de sus unidades monosacaridas constitﬁtivas mediante la
coelucion de-loé cpmponentes.de la mezclé problema con esténdares de referencia por
cromatografia de liq‘uidos de alta presion (CLAP). Las mezclas generadas de lé; hidrélisis
de los ésteres pﬁréicos A (26) y B (27) resultaron ser- idénticas y presentaron cinco
constituyentes (fig. 46). Cuatro de estos picos mostrafon los mismos tiempos de retencion
que los estandares de L-ramnosa (tR = 6.9 min), D- qumovosa (tR 7.3 min), D-fucosa (tg
= 8.3 min) y D-glilcosa (tg = 13.6 min) y la coelucion de €stos cuando se inyectaron con la
muestra broblema '(lﬁg. 47) comprob¢ la presencia de los mismos en los ésteres plrgicos
A(26)yB (27;). El quinto constituyente de la mezcla de hidrélisis con un tg = 9.9 min se

identific6 como materia prima parcialmente hidrolizada debido a las variaciones

observadas en su abundancia relativa cuando se repitid la hidrolisis icida de las mezclas.

ATV
1000.00

5
] B
800.00 E
™~
600.00 1
g
400.00 4 £ | =
E % B
- & e
. ) w ]
200.00- _
100 300  s00 700 900 1100 1300

minutos
Figura 46. Analisis mediante CLAP de los carbohidratos presentes en la mezcla de
hidrolisis acida de los ésteres A (26) y B (27). Condiciones: columna para carbohidratos
(Waters, 3.9 x 300 mm); fase mévil: CH;CN-H,O (85:15); flujo: 1 mL/mL; 1nyecc:0n 20
pl (15 mg/mL).
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Figura 47. Cromatogramas de los monosacaridos de referencia (superior) y coelucién con
la mezcla problema (inferior): 1; L-ramnosa (tg = 6.9 min), 2; D-quinovosa (tg = 7.3 min),
3 D-fucosa (tz = 8.3 min), 4; D-arabinosa (tg = 9.6 min), 5; D-fructosa (tg = 11.1 min), 6;
D-glucosa (tg = 13.6 min), 7; D-galactosa (tg = 6.9 min) y M; muestra no hidrolizada (tg =
9.9 min). Condiciones: columna para carbohidratos (Waters, 3.9 x 300 mm); fase movil:

CH;CN-H,0 (85:15); flujo: 1 mL/mL e inyeccion: 20 pL (15 mg/mL),
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3.2.3. Anilisis d_e::llas. agliconas de l‘?’.s:és.f?.r?S purglcos A (31)y B (32).

| Lo's'ésteresl“ metilicos 31y 32 q.erivadOS de los dcidos convolvulinico y jélapinélico
respect-ivamentef se sbnietieroﬁ a una reaccion de sililacion, para: su analisis en
éspectromet_ria de ;'masas (EI-MS). El ién molecuiér en ambos-derivados-no se defect('), sin
'embargo, s.e pusé&e ma'r_liﬁelstlo en 31 un. picd base de m/z\l45_ y‘lel ion de m/z 287 (33.41
%) que 'erron ger}erados por las rupturas alfa al grupo OTMS (fig. 48}, de man'erla que el
prirﬁer ioﬁ [C4HS:OTMS]+',.' se geﬁeré por la ruptura horﬁolitica del enlace Cyy-C;, y el
-fragmento de n;t/z.287’(C12H2203_') corresp;ondié al éroducto de-' ia ruptura 'c.lel eﬁlace Cll-
Clz. Por lo tanto, éétosffaémentés demos;[raron que ¢l tamafio de la églicéna cofrespon-dfa

. .*'

aun Cyy, es decir al acido C;)n\‘/O]VUIIHICO (Ono et al 1992b) El mismo fragmento de m/z
287 se observd er; la muestra derlvada de 32 (ﬁg 49) y el ion de m/z 173 (plCO base)
‘ (C6H120TMS) 1dent1ﬁco al éster-metilico del ac1do Jalaplnollco debldo a Ia d1feren01a de‘
* 28 Daltons observada para este derivado en compafacmn con ¢l pico base generado por el
derlvado del a01d0: convolvulinico. |

. La determii-néicién: de la qonﬁguracién absolut;cl dél ‘corl_w;)lvulin‘ato @31 y
o jalapinqlato (32)‘_ ?c-:ls'metilo se hizo mediante la forme;;:ic’)nl de lo.s ésteres _de ‘Mosher
correspondienfes. Asi, la comparacién de los de_sinlaZamiE:ntos quimicos en la RMN ]H de
Ips derivados (R)-MTPA y (S)-MTPA de 32 y (R)-MTPA de 31 con los descritos (Ono et

al., '199_'3a) demostré que ambos co_mpue‘stoswpo‘seen la configuracién “absoluta § en su

centro quiral C—lhll,
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5.2.4. Elucidacic’in' estruét'ural de los ; acidos gli;osidi_‘cos conétit_utivOs ~de [a
Nconvolvulma de Ipor;wea purgd. .- | | T

Los esteres purglcos A (26) y B 27) presentaron espectros de RMN '"H |
practicamente 1dent1cos Sm embargo, el espectro de RMN 'H del compuesto 28 presento
una aparlen(:la dlfgrente ala obtenida para los compuestos 26 y 27 (fig. 50). A partir de-
éstps, se dedujp lIa siguiente informacion lcén.lo‘ resultado -del ané‘lisi's"vde la zona con
menor sobreposicijc')n de séﬁalgs: 1) Ia existéncia de cuatro un_idades‘. de -meti‘lpentosés en’

¢

tO;TIOS los compuestos debiao a las sefiales dobles en la zona comprendida éptre 51.0 y20
"y qué corres_pondei} a grupos rﬁetilos; 2)la preséncia del grupo metileno en pc;sic_i(')n-a al
carBoxilo de. la ! aglicona que  se obsefva ciﬁno una seﬁal trip'le centrada en
" aproximadamente ‘6 2 2; 3) Ias senales simples centradas en 6 3.4 y 3.6 que fueron
asignadas facﬂmente a los grupos metoxilo (CH3O) en todos Ios cbmpuestos El -
compuesto 28 presento una sefial adicional centradaen 3 3.8 _('3C o 60.8). ; |

En los espéétros ae RMN "¢ (ﬁg 51) todos los comﬁ'u_éstos mostraron en la régii’m -
comprendid_é entr.e'i 8 100-105 las seffales originadas por Iosr c':;arbono‘s‘ anoméricos y qgle
, 'de acuerdi)- a su ni’_lrrvler(.) copﬁrmaron la preseqcia ‘de 6 unidades_monoéacéridas. De las -

cuales, dos cofresﬁondierdn a unidades de hex-()jsaé debido a las sefiales cen‘tradas Cl’.l. 6- 62
y 63.5 que mdlcaron ] presenma de los h1dr0x1met11enos de estas umdades .sacarldas__
' (Agrawal, 1992 Bah y Pereda-M1randa 1996) En la region de campo alto (debajo de 35 .
ppm), el compuesto 2_7- mostrd ' dos sefiales _adlclonales a llas reglstradas para los
compueétoé 26y 28 centradas en o ’32.2 y 35.2. Esta observacion es congruente con lé'

presencia del é.cidé convolvulinico como la églicona dai éster purgico A (26) y, por lo

123



tanto, el 4cido jalapindlico representa la aglicona para el hexasacarido minoritario,.el éster

purgico B (27). -

T T T T T T l‘fll'-l"lll'lI-I-III!I‘ T T T T T
6 5 4 3 2 1 ppm

e . v
it Vo P

Figura 50. Espectro de RMN 'H de los ésteres'purgicos A (26} y'B (27)y del artefacto
del éster purgico A (28). 500 MHz, Cs;DsN.
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Flgura 51. Espectros de RMN de °C: de los: esteres purglcos A (26) y B (27) y para.el
_artefacto 28. 125 MHz CsDsN.

Debldo a la}' gran similitud espectroscopica en la po:rbvi(')n ol‘igo'sace’lrida de_ los
éstergs pﬁ;gipbs A .(26) y B @27), el‘ analisis estructural s_é 'ini("‘:iaré con estos dos
~ compuestos cjfle manera compgrativa y se discute a continuacion. '

Partieqdo di":l conocimiento de que existen dos unidades de'h_e:xosaS (glﬁéosa) y‘
cuatro Vde metilpér_uj;osas' entre las. que se‘incluyen la ramnosa, la “quiﬁovosa y la fﬁcosa, s€

procedid a hacer la asignacién de los eépe‘ctros de RMN 'H de 26 y 27 junto .coﬁ fos

'experlmentos COSY y TOCSY En la figura 52 se ilustra eI espectro COSY del

' compuesto 27, en donde se aprecia que la asignacion .de las resonancias solo fue p081ble :

para los _protones a_nomérlcos y algunas sefiales resueltas; e.g. Hy, Hy y Hs de la'ramnosa. -
Sin embargo, partiendo de estas asignaciones se localizaron en el espectro TOCSY los -
-
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desplazamientos quimicos de algunas sefiales adicionales (fig. 53), e.g., H,-Hg de glucosa,

H; de una unidad de quinovosa, Hp—Hy de Ia segunda unidad de quinovosa y las

' conespoﬂdientes a las unidades de fucosa y la segunda de glucosa; H,~H; de una de ellas

(fuc/glu’), asi como H, y H, de la segunda (fuc/glu’).

quirH-1

cramH-1 g, fuc/glu’ glu Ht
VAN
4.0 a
\giuH-67 1" ’ @'
4.5
A I L VR
: ® ram H-2
5.0
# e, ]
5'5- ."- 1 :f. ! .A
i, ks = : i
6.0, ,
A T '
1 - ® ®
R Y MU A P NS
fppm’ I.IZIIIT;IlI-lll‘l_-lllll-l-lilﬁl |'|rc|.] |"r.‘;|||

6.5 6.0 55 5.0 45 4.0

-

» -
i

) 'Figﬁra 52. Seccion del espectro COSY para el nucleo oligosacdrido del éster purgico B
(27). Abreviaciones: glu= glucosa, glu’= glucosa externa, fuc = fucosa, ram = ramnosa,
qui = quinovosa y qui’= quinovosa externa. 500 MHz, CsDsN.
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Como se aprecra en el espectro TOCSY (ﬁg 53) las senales d1agnost1cas tanto
para la fucosa ) 4 04-3.97. H4) como para la glucosa (5 4.18-4. 12 y 4. 56-4 40, H(,)

(Agrawal 1992; Bahuy Pereda-eranda 1996) se encontraron sobrepuestas y por lo tanto

no se lograron asxgnar completamente denotandose en los espectros como fuc/glu

cram Bl i 1

.

' -« Ona

5
4.0 (I Q-4

] : B -6

. . H-3

i o “dn:
;4.51_ Bu-3

. e
5.0 ¢
5.5 -

] é . Qoa o
6.0 @ |

>: 8 o | @ o @
6.5 @ | N ° -
DDm‘ ]llflr—rlll||llliTI T % | I LR L I T I 1 I T 1

;6.5 6.0 3.5 50_|45 4.0 35

Figura 53. Secmon del espectro TOCSY para el nucleo ollgosacarldo del éster purgxco B
(27). Abreviaciones: glu = glucosa, glu glucosa externa, qui = quinovosa, qui’ =
quinovosa externa, fuc = fucosa y ram = ramnosa. 500 MHz, CsDsN.
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. EI analisis de’los espectros HMQC-y-HMBC'se hizo para lograr la asignacion de Ia
i 'y mayor parte de las sefiales de ¢ del nuicleo oligosacarido e iniciar la determinacion de la
: . secuencia de gl'icosidacién;desde de las conectividades a larga distancia (*Jc.yy) presentes

en el espectro HMBC de la figura 54. La.conectividad entre la resonancia de H~1:(8'4.78)

de una unidad de quinovosa (qui) con la correspondiente al C—11 (8 80.10) de la aglicona
. ! - . . . vl K B :
“demostrd que esta unidad es el primer azucar en la sécuencia del niicleo oligosacarido.

[ M : * - . e T ema s
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Figura 54! Secc'i(')'n de! espectro de HMBC del éster piirgico A (26) Asignaciones: 1,
H,ram—C fuc/glu’; 2, Hsram-C,fuc/glu’; 3, Hyqui'-Csfuc/glu’; 4, Hiqui-Cy; agh 5,
H,glu-Coqui; 6, H,fuc/glu’-Cyram; 7, H,fuc/glu'~Cyram; 8, Hjram-Csglu.
Abreviaciones: ram = ramnosa, fuc = fucosa, glu = glucosa, glu'= glucosa externa, qui =

r  quinovosa, qui’= quinovosa externa y agl = aglicona. . S '

it - o e . s S i L Y
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La correlacion observada para el ¢arbono+C=2 (5 80.85) de la quinovosa .interna |

éon H-1 (3 5.75) de, luha unidad de‘glucosa'i (glu)(deﬁnic’)‘ a esta cbrﬂo lei_ éeéﬁhda uﬁidad
monqsacérida. La I‘.seéu;encia de azﬁéarés se continud con la rar_nﬁo;‘.a (ram) debido a la ‘
- correlacién entré lzi sefial de su ﬁidfééeno H—l (6 6.45) éon el C-2 (8 77.83) de la"glu!cos_a
" interna _(glﬁ). L_as% correlaciones restantes no permitieron emitir ninguna conciusién |
adiciona‘l felécionaaa con-la estructura dél .nﬁc;leo ‘oli‘gosacéri'do debidb a las :;lsign;cionés
iﬁco_mbletas para ie}s !seﬁales; de la unidad dc; glucosé. externa (glu’) y I;a fuc-os'a (ﬁ.lC). Las.
©conectividades paré el ;estb del oligosacérido ;e_ estableqieroh como 's-igue: los ﬁfotones
H-3(5530) y H—;4_ (5 4.81) de la ramnosa con los carbonos c«_l-'(s 100.57 y‘10l2.92) de
i las uﬁidades qd ide_"ntiﬁcadas, fuéosa 0 gllucqsa (fu_c/glu): Es d;gir, la posicién én dénde 'se_ -
»e'ncu_ent'lr-a unida _la} fuqqsd podria‘ ser el centro C-3 o C—4 dg la ramnosa, c_(_)'n¢ctivildad-‘
también observada e.r_l'tré: la resonancia de.H—l de fué/glu’ (0 6.23) cc_-m- las géneradas por
- C-3(878.18).y C~4 (5 78.91) dé la ramnosa. Estas cofrel'é_ciones indicafbh la natﬁra_leza ;i
rarﬁiﬁcada de :Ia cédena Qligosaéérida. F ir_1alm.en'te,. la Gltima cc.)rrelac-.i‘c')n. fue la observada -
. para las serjalés Hil (5 5.09) de la unidad de quinovosa extefna (ciui') y C—2 (§.84.72) de
una de l%_lS ﬁnidades no 'identiﬁca&as ﬁic/glu’..Por lo tanto, la SeCl;leynCia de élicosidacién ’
podria éofrc;spondér a qualquiera de las ;103 posi‘bi.lidades-estruéturales ilustradés'.en lav
ﬁgura 55. Los sup;:rind'ic'e.s indican los carbonos q.ue forman los enlaces gl‘iqosid\icos en’
los seis monosa‘:kéi‘;idos yla agiicona: Por ejemplo; en la estructura 1, el C—~1 de la ﬁlcoisa .
(fuci) esfa unido C(?:n 6;4 de la ramnosa (fam4),‘ ademds, C-3-(ram;) y C-1 (ram,) de este
mis.mo azﬁ.car Yesta’;n formanc}o enlaceé glicosidiéos. con el C-1 ,de'.la' glﬁcosa é;;tema

~ (glu’y) y C-2 de la glucosa interna (gluy) respecti'\/amente. '

#
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o 1. -aglicona<Cyq-" ctor L glunagiuT— quity
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|
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. Figura 55. Secuencias probables ‘de ghcomdacmn para el nacieo ollgosacarldo
constitutivo de la convolvulina de Ipomoea purga. Abreviaciones: qui = quinovosa, glu =

. glucosa interna, ram = ramnosa, fuc = fucosa qu1 qumovosa externa y glu = glucosa
externa.’

R “Una"ei?i'dér'lc'ia.‘fulildamér'ltél p'éra' lc')'g'i:ar Felliestzibléci}rnie‘r'lfbide; la‘é'sti'u'ctura de los
“ésteres pilr'gicds"A ‘(!2'6)‘ y B"("27r) se obtuvo del andlisis de' sus datos ’é‘Sp'édtroméfricos

i (F;\B). Enla figura 56 se préséntan los espectros dé masas de los compuestos 26 )7-27, de
los cua‘lés"’se_* deduce que los ~fragmeﬁfos ‘de m/z 1193 y 1165 correspohden a‘los iones
- pseudomolecilares [M*~ H]™ debido a las péfdidas-légi'cas de 146'7'Déltons‘ (CH;,Os,
metilpehfosa) a partir de cada uno de ellos. 'L'ai' difefén’cia dé.28 unidad'.es del masa entre

‘ * estos iories corrobord™ la asignacién previamente ‘establecidavpara . las aglicon'as de los
~ ésteres 26 y 27. En €l patron de fragmentacién del espéctro de ‘masas del éster 'pﬁrg'ico B

-~ * '(27) s obscrvaron las’pérdidas sucesivas de las unidades monosacaridas provocadas por

.
B3

la' ruptura de los enlaces glicosidicos (Dell, 1987):-m/z'1047 [M.~ H = 146 (metil
© pentosa)]”, 885 [1047 1 162 (Hexosa)]", 739 [885 — 147 (metil pentosa)]”, 593 [739 - 146
(metil pentosa)]”, 431 {593 = 162 (hexosa)]” y el ion de m/z 285 que:correspondié a la

formula condensada de la aglicona-ménos un proton (C7H3305)" - L L i
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CHy(CHy);CH(CH)sCOOCH,
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éster pirgico A (26) '
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. : 857 .
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’Flgura 56. FAB-MS modo negativo y patrén de fragmentacion de los €steres purgicos A
(26) y B(27).
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Cuando un oligosacérido es lineal, la secuencia de los azicares se establece a partir
de los incrementos de‘ masa que separan dos iones consecutivos de una serie y por la
distr-ibl'ici()n de las abundancias relativas de los iones; e.g. en el 4cido escaménico A (fig.
24), l_a distribucion en forma regular de los frag-méntos miz 725, 579, 41:7 3:; 271 reﬂeja las
pérdidas consecutivas de cada unidad para una secuencia lineal (Bfah yI P!ereda-Miranda,
'1996). Sin eiﬁbargo, si el oi_igosa'cérido esta ramificado el espectro jde masas muestl-'a una

; apariencia jAdiscontilnua- en le; serie de fragmentos qué représentanflas fpélrdidas de cada
unide-td— monosacarida {Domon et'.al., 1994; MacLeod y Ward, 19§7i; an et al., 1992b;
Wolfender et al., 1992). Eq-la-ﬁgura 56 se oBlservzi‘ la se;ie de fragrﬁen;os: originadés };or
la perdida de cuatro unidades mOnosaca;idas en el acido pﬁrgico' A (26).}) de seis en el
cdmpuesto i7 y la abundancia de los iones m/z de 711 para 26 y de 739 para 27
establecieron que la posicion de ramificacion en las cadenas oligosacaridas de estos dos
compuestos esta en la ramnosa (fig. 56). Esta suposicion sé corroboré en-el.compuesto 27
p;i' la p;¢seh;:ile; ‘de los fragmentos de m/é 901 y 8.85 que s¢ originariah a partir del ion

-'péeudomc;lécular m/z de 1193 por la pérdida de dos uﬁidades de-mjetilpen‘tosas [1193-H
.— 146 = 146] y una metilpentosa jﬁnto con una hexosa [119}3 —H — 146 — 1627

' reépectiVameﬁfc y, por lo;tanto, la posicién de 1;1 ramificacién co;refsponde a la tercera-
.pﬁrgicé A (26) (fig. 56).aohde existen dos posibles alternativas Ipara la f'ragmentaci(')n. d;:l

ion pseudomolecular [M - H] (m/z 11635) con la formacion de los iones de m/z 873 [M -

H - 146 - 146]  y 857 [M - H — 146 — 162]". De lo anterior, qued6 establecido que la

i
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u

unidad de glucosa externa (glu") .no ocupaba una. posicion terminal y la secuencia de
- glicosidacién deberia corresponder a la indicada con el nimero uno en la figura 55.

En el compllesto 27 existe un ion de m/z 659 en mayor proporcion que el de m/z
739 [M—146—162—146]' que refleja pérdidas diferentes a las de- una unidad monosacarida
(146 o 162) y debe correspbrllder.a las generadas por ruﬁtura’s ‘en los anillos pirandsidos.
Este tipé de fragmentaciones en algunos disacéridos determina el tipo de uniones
glicosidicas (Garozzo et al., 1990; Reinhold et al., 1995), pero en carbohidratos con un
mayor nimero de unidades, las r'upturas én los anillos piranosidos no se consideran como
sefiales diagnésticés para la elucidaci_c’m estructural debid9 a la complejidad en el nimero
de posibilidades qL;e existen en las rupturas o a los enlaces glicosidicos dentro del anillo
(Deli, 1987). |

El establecimiento de la secuencia de glicosidacion de los ésteres purgicos A (26) y
B (27) discutida en‘pérrafos anteriores facili_t6 la asignacion completa- de las sefiales de "H
y C (Qer cuadros 16, 17 y 18) como se discute posteriormente. Asi,-partiendo del hecho
de que la secuencia de los monosacaridos es la mostrada en .la ﬁgura 55 (secuencia 1) en
donde la ramnosa tiene en sus posiciones C-3 y C—4.a los monosacéridos glucosa externa
y fucosa, respectivamente, las conectividades en el espectro HMBC de la fig. 54 que
restaban por asignarse para determinar los sitios de unién de la ramnosé con las unidades
de fucosay glucosz; externa fueron: la correlacion eﬁtre las seﬁales de protén H-4 (5 4.81)
y H-3 (8 78.18) de'la rﬁmnésa con las de los centros C~1 (8 102.92) Qe la fucosa y_C—l
(0 100.57) de la gl'ucosa externa, re’:spec.tivamente, las sefiales de los carbonos C-3 (&

78.18) y C—4 (& 78.91) de la ramnosa con las sefiales de los protones H-1 de la glucosa
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externa (8 6.23) y H-1 de la fucosa (8 5.78), respectivamente, y por ultimo la correlacién
que determind la secuéncia’ glucosa extefna-quihovosﬁa‘_ externa entre €l protén H.—lA 6]
5.09) de’ esta ultima con €l carbono C-2 (8 84.72) de ia primera. De esta forma, se
completd la asignacion de las correlaciones *Jey en el espectro HMBC ciu'é sustentan la

secuencia de glicosidacion mostrada en la siguiente figura:

i- ) - . - .
i, LI . R ! ) .« - - P

quinowosa intema

, -

L CH., - -~ ++' .
H 3 HoH, /(CHZ)QCOZCHa
HOCH,
H
glucosa Ho (CHINCH,
0
-3
. <J
~ H ‘
MO ramnosa
3
Ll 0 . *
4 JOH
H
H
P H o |
H N o ’ OH s PR ot
guinovosa extema
‘HOCH 6 o , -
glucosa extema .
. HO CH . H,C OH |+ .

OH

| Figufa 57. Correlaciones *Je.y o'bser\;/adas en el espectrd HM_BC del éster 'p.llrgico B (27,
on o= 4). 1; quui—C“ag]; 2, Hyqui-H,glu; 3, Hjram-Csglu; 4, H3ram—C|glu'; 5,
Hyram-C,fuc y 6, Hyqui'~Cyglu’. '

S . . o, 1 R L Yy ' ),’.- v
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La identificacién de las 'Seﬁaléé‘f'é‘éﬁtradasl' en 0 633 y 578 como las
corre_sﬁondientes a: los H-1 de; la glucosva exfema (glu’) y fucosa (ﬁi;:)mres})ectivamente,
permiti6 la asignaciéﬁ completa de las seﬁaies‘ restanteé pafa estasldos unidades sacéridas
Como se aprec:a en el cuadro 16, para las umdades de glucosa 1nterna (glu), glucosa
externa (glu’ ) y fucosa (fuc) no se determin6 un desplazamiento exacto para sus senales
de hidrogeno debido a la sqbreposiciénde las mismas y, por lo tanto, la jsignacién de las
| resonancias de cérit?ono se hizo a paﬁir de los espectros HMQC y HMBC tal como se
describe a continuafcién. | o

En el especftrq HMQC (ﬁgi‘ 58) del compuesto 26, no fue ﬁoéible :;lsignar lasl
sefiales de los carbonos C-2yC4dela glucésa externa a partir ae _lasseﬁal;as de

hidrége_no correspohdientes (H-2 y H-4) debido a ! que se Iocalizaron sobrepuestas en‘ell

~intervalo de desplazamlentos de 6 4. 05 3.97. Por lo tanto, ex1sten por lo-menos cuatro
p051b111dades (6 84 72 7745, 72.84 y 72.20) para asignar las resonanc:1a de los carbonos :

: | C—Z y (-3‘—4.‘ En el c}aso del centro que estd formando uh enlace glicos;dico (C-2) su seiial o
se debe encontrar ;des'plazada paramagnéticamente (Agrawal y Pathak 1996) y podria

. coﬁesponder al vz;lof de & 84._72. Para sustentar esta deduc;c‘ién, se analizaron .lei.s-

conectividades existentes entre los nacleos de carbono e hidrogeno (2JC_H) en los espectros

- HMBC de la mism;i unidad monosacarida.

i
e
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Flgura S8. Secc10n del espectro HMQC del ester purglco A (26) Asngnacnon de las
resonancias de ' C Asignaciones: 1, 2.y 3; Cyglu’/Cyglu’/Cyglu’ /C4fuc/C3qu1 4,5y 6;
Czqul/C5fuc/C5glu Abreviaciones: glu'= glucosa externa, fuc = fucosa, qui™= qumovosa
... externa y qui =quinovosa m{ema_. 590 MHz, C;Ds N
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El espectro HMBC (fig. 59) presehté‘gna corfel,aci_(’n}_ entre la resonancia en ) 8;4.72 '

~con la del H-3 (8 4.52) de la glucbsa externa y esta Ultima con otra sefial de carbono en &
72.20 que debe ser la de.b.ida al C—4 de la misma unidad. De lo anterior, se puede concluir
que la resonancia en & 84.72 corresponde al centrc; C-2ylade 57220 al C-4 de la

glucosa externa (glu”).

. 136




E P
9 <
36y | =1
374 -
3
3.99 |
H-;!;lii:uc E . 3 .
= e -
H~ glu 2 auit . 1 -2
Heaa 4.1
H-5 fue i 4
H-5 ¥ H-6 glu’ I
H2qui - yqgl 4.2 4 @
' 3 W - &
H-3 fuc : ) a
* H-2yH-3ghy : 4.37 & @ @ 7 ) Qg =
H-2 fuc ] 12-0
4,47 _
8 - ’
H-6 gly’ 4.5 Il
H3 gl @ 9 10 @
483 - = |
:‘meiIIII|IEIII|!TV||IT|TI‘<-||II|I|I-|.|]illlll]f[]]||||

1 105 100 95 90 85 B0 7% 70 65 | B0,

Figura 59. Seccion del espectro HMBC del éster purgico A (26) y asignacién de centros
~de '3C. Conectividadés: I; Hyglu'—C,qut’, 2; Hyqui'-Cqui’,. 3; H,glu'-Cglu’, 4;
H,qui- Clglu 5; Hzglu—Clglu 6; Hofuc-C,fuc, 7; Higlu-Ciram, 8; H;glu'-Cyglu’, 9;
H;qui-C,qui, 10; H3qu1 C4qu1 11; H3glu —C4glu 12; Hzﬁ.lc C3fl.lC 500 MHZ C5D5N

Un ejemploiadici.onal del procedimientolantes descrito-para la as.ign'acién de las
sefiales de 1°C con ‘ayuda del espectro'HMBC:J es la asignacion de lOS“nfl(‘:\l,eOS de la un’idz-_ld‘ }
de fucosa. La seﬁ@l C-3 se asignd a partir de la correlacion observada en el espectro
HMBC de ;a ﬁgura: 59, ;donde la sefial del carbono anomérico C—i (0 102.92) de 1'2-1 fucosa.
| permitié deterﬁ{ine:r el .despi'azamien‘fo q'L;imico del H-2 (8 4.35~—4.l2.3') de esta ﬁnidad y.
esta sefial presento6 ‘Eunzra. conectividad con la de & ‘74.93 qué corre'Spolndi_c') al C—-'3 (6 ';4.93)
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de la fucosa. Las resonancias de los nucleos restantes se asignaron utilizando el espectro

HMBC de la ﬁgufa 60',\ la sefial del H-6 (8 1.54) de la fucosa preséhtc’)'conectividades
- . , . : 1 ¥ ) s !

~ (PJey) con las "r.e:s'or_;ér.ltéias centradas en 5 72.82 y_'71_}(‘),1, y que corresponden a los

carbonos C—4 y C-5 respectivamente. .

o -
PRI
sl Ll

-6 fus

[y
~J

-
-

no
(o]

n
-

||I||||||||||||L?|||||||n||u|||
?@

—_—
o
£

n

D
[0}

[vx]
iy
m
o

[as]

o
~

m
~J
o

~

N
~

18]
~]

o
m
fua]

4] ]

[9)]

9]

B
[4)]

b

P . : e R -

4
-,

- F lgura 60. Seccmn del espectro HMBC para la asxgnamon de los carbonos C- 4 y.C- 5 de
la fucosa. Conect1v1dades 1; Hefuc- C4fuc y 2; Hefue— C5fuc 500 MHz, CsD;N.

T S S DY T SO S
...+ Como ‘parte -complementaria - al -.;anélisishelspegtrospc_’)pico '_efcctuad_.o’ para la
- dgter‘min;a_cién' de la estructura de los ésteres pﬁrg’icps A (26) y B (27) en la figura 61 se
. -presentan los efectos nucleares 'OVedrhapser_r con el objegivo de Qonﬁr_l_nar .la__lse.cuel'l'cia de

glicosidacion descrita en la figura 57 (Agrawal y Pathak, 1996; Bah y Pereda-Miranda,

1996). e T
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Cuadro 16. Desplazamlentos qulmlcos enla RMN 'H para los ésters purgicos A (26) B
(27) y sus correspondlentes derivados peracetllados (29 y 30)

27

Proténﬁ . 26 29 30
y Qui-1 4.78d(7.5) 476 4 (7.5) 4.71d(7.5) 4.65d(7.5)
) 4.18 -4.12% 4.18-4.12* 4.22 dd (915, 7.5) 4.14'dd (8.0, 8.0)
3 4.63dd (9.0,9.0) -4.62 dd (8.0, 8.0) 578 dd (9.5, 9.5) 5.54 dd (9.0, 9.0)
4 3.52 dd (9.0, 9.0) 3.52dd (8.5, 8.5) 5.07 dd (9.5,9.5) 5.02 dd (9.5)
5 3.70dq (9.0, 6.5) 3.68 dq (9.0, 6.0) 4.13 dg (9.5, 6.0) 4.01 dq (6.0, 9.4)
.6 1.45 d (6.5) 1.44d (6.0) 1.34d (6.0) C1.27d(6.15)
Glu-1 5.75 d.(8.0) 574 d (7.5) 5.12 d (8.0) 5.06 d (8.0)
C2 4,35 - 4.23* 432-424* 4.22dd (9.5, 8.0) 4.14 dd (8.0, 8.0)
L3 435-423* 432-424* 5.67 dd (10.0, 9.5) 5.62.dd (9.0, 9.0)
4 . 4.05:397% . 4.04-397* 5.33dd (10,0, 10.0)  -5.28dd (9.8,9.8)
-5 3.80-3.74"* " 3.80-3.74 % 4.09 ddd (10.0, 5.0, 3.0) 4.00 ddd (10.0, 6.0, 3.0}
. 6a 444dd(11.0,3.0) - 443dd(12.0,2.5) 4.64-458% 460 - 4.55*
' 6b 425dd (11.0,6.0)  4.24dd(12.0,5:5) 435-4.26* 425'-421*
Ram-1 T 6.45d(1.5) . 6.44d(2.0) 5.45d(1.5) 5.40 **
2 485dd(1.5,3.0) ¢,  485% 5.66 * ‘. 5.61*
3 5.30 dd (3.0, 9.5) 530 dd (9.5, 3.0) 4.60 dd (3,4,9.0) 4.60 -4.55*
4 4.81 dd (10.0,9.5) " 4.88(9.5,9.5) 4.35-426* 4:30-4.21*%
5 5.20 dq (100, 6.0) 15,19 dq (9.5, 6.0) 4.55 - 4.50* 4.50 - 4.45*
6 1.95 d (6.0) 194 d(6.0) 1.85 d (6.5) 1.78 d (6.0)
| Gle'-1 6.23 d (7.5) T 6.23d(7.5) 5.45* 5.41-5.40*
2 4.09-3.97*. . 4.04-3.97* 424 dd (8.5, 7.5) + 4,17 dd (8.3, 8.3)
3 4.52dd (9.0, 9.0) 4.53 dd (8.5, 8.5) 5.57.dd (9.0, 8.5) 5.52 dd (8.6, 8.6)
4 4.05-397¢ 4.04-397* 5.29dd (9.0, 9.0) 5.24 dd (9.5, 9.5)
5 418-4.12* 4,18 -4.12* 435-426* " 430-421*
“eaT T 456 -4.50* 4.55-4.50* - 4.55-4.50* © 450 - 4.45*
6b 4.18-4.12*. 4.18 - 4.12* 439dd (11.7,2.0) 4.34dd (12.0,2.0)
Qui'-1 509d(8.0) 5.09d (8.0) 5.24 d (8.25) 5.18d (8.3)
2 4.06dd (9.0,8.0) 4.06 dd (9.0, 8.0) 5.50 dd (9.0, 8.25) 5.48 dd (9.0, 9.0)
3 404-397% 4.04 - 4.00* 5.66 dd (10.0, 9.0) 5.61(9.5,9.5)
4 3.61dd(9.5,9.5) " 3.62dd (9.5,9.0) 5.46 dd (10.0, 9.5) 5.42dd (9.4, 9.4)
5 3.74dq (9.5,6.5) - 3.74 dq (9.5, 6.0) 3.96 dq (9.5, 6.0) 3.91dq (9.5, 6.0)
6 .-1.66 d (6.3) 1.66 d (6.0) 1.44 d (6.0) 1.38d (6.0)
Fuc-1 5.784d(7.5) - 5.77d(7.5) 5.59d (8.0) 5.53d(8.0)
2 435-423* 4.32dd (8.0, 7.5) 5.80 dd (10.0, 8.0) 5.73 dd (10.0, 8.0)
3 435-423* 4.32 - 4.24* 5.59dd (10.0,3.0) 5.54dd (10.0, 3.3)
4 404-397* 4.04-3.97* " 590d(3.0) T 5.83d(@3.3)
5 418 -4.12'* - 4.18 -4.12* 4.35-426% 430-4.21*
6 1.54 d (6.0) 1.53d(6.5) 1.33 d (7.0) 1.33 d (6.0)
Jal-2 2.32t(8.0) 2.241(7.5)
11 ©3.80m 3.62m
14 0.91t(7.0) _ 0.90 t (7.0
Con-2 2.321(7.0). 234 1(7.4) '
11 381m - 3.65m
16 0.86 t(7.0) : 0.89 £ (7.2)
MeO 3.40 s 3.63s 3,565, 3.56s
3¥® Ver cuadro 2t AT ’ Lo

- Fuc = fucosa, Con = 11-hidroxi- tetradecanonlo ‘ . _ . P
** Se observa como sefial. s:mple : - ’ T
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Cuadro 17. Desplazamlentos quzmlcos en la RMN C para la porcion oligosacérida de
‘los ésteres purglcos A(26),B(27)y sus correspondlentes denvados peracetllados 29y

?.ﬂé,i ,“ ?i;l‘jf!d

30)°.
_ Carbon” 26 27 29 30
Qui-1 102.15 102.36 100.93 " . 100.89
S 80.85 ° 80.80 77.09 76.91
3 78.47 78.43 75.78 76.02
-4 77.08 77.08 74.46 7424
5 72.12 72.18 69:38 69.17
6 18.25 18.25 1796 17.73
Glut 102.40 102.39 101.33 101.14
2 "77.83 - 77.81 72.70 7257 .
3 76.40 76.39 76.24 76.02
"4 7253 72.53 ~70.00 69.83
5 7745 77.50 7240 7222
6 62.81 62.81 63.39 63.17-
Ram-1 100.14 100.14 97.41 97.28
2 71.73 71.77 73.85% - 73.79%
3 78.18 78.18 78.63 78.40
4 78.91 78.93 77.10 76.91
5 67.69 67.69 67.81 67.63
.6 18.97 18.98 19.20 18.96
Glu'-1 100.57 100.57 102.50 10231
2 84.72 84.76 78.41 78.22
3 76.77 - 76.70 75.78 75.57
4 72.20. 7228 7002 . 69.83
5 79.48 79.49 69.58 | 69.67
6" 6332 63.32 62.77 6255
Qui*-1 104.76 104.80 101 73 101.52
2 76.11 7612 72.24 72,08
3 77.45 77.44 73.97* 73.65*
4 76.77 76.77 74.21 74.01
5 73.60 73.66 71.21 70.99
6 18.56 18.56 18.18 1794
" Fuc-1 102.92 102.91 10111 10094
2 73.40 73.47 69.64 69.44
3 7493 75.00 . 72.70 | 72.49
4 72.82 72.88 71.21 770,99
-5 71,01 71.08 71.67 69.38
6 16.94 16.95 1631 16.09

*¥® Ver cuadro 3 "‘senales que pueden estar intercambiadas.

Fiuc = fucosa
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- 3 ’ 3 » ot o ) : a '
: Cuadr018 Desplazamlentos quimicos.en la RMN 13C para . la aghcona de los esteres '
purglcos A (26), B (27) y sus correspondientes derivados peracetilados (29 y 30)".:

Carb‘onb .26 27 | 29 A30.

Con-1 173.99 . 174
2 34.14 . 3434
RIS 80,10 . _80.75
14 14.35 . 14.65 .
al-] - 17399 3 = 17338~
2. - 34.12 : 34.13
= o ©.80.49 . 81.00
16 .. 1420 : 14.24
CH3O 5117 51.16 5138 51.19

2¥P Ver cuadro 3 *sefiales-que pueden estar mtercambladas L LT
Fuc = fucosa, Con 1 1 hidroxitetradecanoilo. e

L . :

El analls1s de los espectros de RMN de los derivados peracetllados 29 y 30 que

i

_ fueron preparados a part1r de los ésteres 26 y 27, 351 como la del artefacto del. éster

t

purg1co Al (28) cuya eluc1dac1on estructural se dlscutlra posterlormente proporciond

evidencias_‘r qdi_c_:ipnalqg que cqnﬂnnaron. la secuencia de glicosidacién propuesta. A
. o0 A e
continuacionse presentan dichos argumentos. e
: AN . ! \" PR .

En las figuras 62 y 63 se ilustranlos”espectros de RMN 'Hy "C-de los derivados

29 y 30, obsérvandose la gran similitud entre los mismos én la region sacérida (8y 3-6.0'y
' ST - o e oo

Sy 60-82). Los espectros 7bi‘dimensionalé's_COSY, TOCSY, HMQC y HMBC mostraron

las mismas;' cotrelaciones v, por o tanto, 's"o’rlo se presentan los correspondientes a uno de

los derivados (29630). . - . . "
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fuc H-6
tue H-1 yH-3

P

fuc H-2
fuc H-H4 "

2

.

OV D i WM W
JJU A UU\MI ML Bl

. ""l""ll """""‘l A
60 53 50 - W5 3.5 30 2.5 W15 10 oo

N

1

Figura 62. Espectros de RMN 'H de los derivados peracetilados de los ésteres purgicos A
(29) (superior) y B (30) (inferior). 500 MHz, CsDsN. -
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Figura 63. Espectros de RMN “C de los derlvados peracetllados de los ésteres plirgicos
A (29)y B (30).

El analisis de los espectros COSY de ambos derivados permiti6 la asignacion
completa de las résonéncias protonicas. Asi en el cérrespondicnte al compuesto 29 (fig.
‘ 64) se'identiﬁcé.lla fuéosa de Ia siguiente obsewécilén: la.éf‘.:ﬂal doble de una unidad de
m.etilpentc.)sa desﬁlazada hacia lcamp‘o bajo (& 5.90) corre‘slpondient.e a H-4 mostré un
acoplamiento con H~3 (3 5.54) de 3Juu = 3.0 Hz (Bah y Pereda-Miranda, 1996). Varias
de las resonanciés que en ios espectros de RMN 'H de los ésteres plrgicos A (26) y B
(27) se encuentran sobrepuestas se ‘resolvieron en los espectros 'de los respectivos
_derivados peracetilados y permitieron la asignacién de las sefiales de 'H y BC (ver

cuadros 16, 17 y 18).
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qui'H-2

fuc H-4

fue H-2

glu H-4
HS

ram H-3
quiH-1 |

qui H-1
Y ram H-5

qui H-4

| qui'H-§

Figura 64. Seccion del espectro COSY del derivado peracetilado del éster purgico A (29).
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145

ropm



. La asignacion de las sefiales de 3C en los espectros HMQC de los compuestos 29
y 30 se hizo sin las d-i_ﬁ.cultades que se presentaron en lps compuestos 26 y 27. En la
region oligosacarida (& 3.5-6.0) las resonancias de 'H se encontraron lo suficientemente
resueltas y deﬁnidaé para asignar las correspondientes de 13C de cada una de las unidades

individuales del nucleo oligosacérido (fig. 65).

1 e
N i 1]

qui-3 -
glu-5

- fuc-4
ram-5S

ram-4 .
qui-4 A .
ghu-2

glu’-2
. qui-2

= 7
e g
L ™

3 S !
E 8
.03 7 © gy
3 2 3 @ ®
2 > © xS
4 OR ® o
. é . H 12 13<© \14
B 5 . < ®/
NE
= 15
.23 22
4:§ L @)
-3 16 @ S5 _
B3 @ .
Bé i;) @§$20 B
.83 17 19 3 O 24
_; = .
.03 '

IlTl]lllilIrl[Elllliill”l[l‘]lllll‘”Il.ll'lll[Illllilll]”T'l'lll"l|IIIT"IllI[lllIlllII['ITIll|III|'Ill'IIIIII[IIIIIIIII[I!IIII

T B4 B2 B0 78 76 74 72 .70 68 66 64 B2 60

Figura 65. Seccion del espectro HMQC para la region oligosacarida del compuesto 30.
Asignacion de las resonancias de 3¢, 1;C iagl, 2; Cglu’, 3; Cyqui, 4; Cyram, 5; Cjram, 6;
C,glu, 7; Csglu, 8; Csqui, 9; Csglu’, 10; Csqui’, 11; Csfuc, 12; Csram, 13; Ceglu’, 14;
Ceglu, 15; Caqui’, 16; Ciglu y Csglu’, 17; Csqui, 18; Ciqui, 19; Cyram, 20; Cifuc, 21;
C,qui’, 22; Cagluy Cq glu'; 235 C,fuc, 24; Cofuc.
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En el anz’ﬂisis de los espectros HMBC. de los deriva&os 2-9‘ y 30 se observaron
a‘lgu.nas de las correlaciones (*Jon) (fig. 66) que también se registraron para los
compuestos 26 Vy 27, asi c,omb aquellas que no. fueron facilmente observadés para
discernir la posicion de la fucos.';x y la glucosa terminal. Las correlaciones que permitieron
sustentar inequivocamente la estructura propuesta para los. ésteres purgicos A (26) y B

(27) (fig. 67) fuerdn las que presentaron los hidrogenos H-3 (3 4.60) y H-4 (6 4.30) de la

unidad de ramnosa con las sefiales de los carbonos anoméricos de la glucosa externa (&

1

102.50) y de la fucosa (8 101.11), respectivamente.

4 4'5
4.6-5 1
4.87
5.03
3 = P
3 3 me—
5.2"; i -
3 '@-:’- P .
E 2 = _ =
5 43 - ) T
3 = T === ==
3 6_£| B <=2 — g%_. '
3 —— ) S e
3 P ]
5.8 [ San
3 - —~
3 -
6.0

po ||llilllIi‘[f!illlllf]llillIIT'IITl]IIIl[l|1||'||l][[||ll|l[l'||||JllllIlllllll[llllllI[Ili'illllllllllllilil‘

g2 80 78 76 74 72 0 68 66 64 62

Figura 66. Seccion del espectro HMBC del compuesto 29. Correlaciones: 1; Cjjagli— -

‘Hyqui, 2; Cyglu—H;qui’, 3; Cyqui-H,glu, 4; Cyram-H,glu’, 5; C4yram-H, fuc.
J
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F2 3 !
Higu +.2 — i
H-2 gtu” 3
H-2 qui . ]
T H-4 ram 4.3 — ,

44 :

4.5 7 N ' AN | :
H-3 ram 4.6 7 —

4.7 2 :

4.8 L T

ppm 106 100 98

(CH9COCHy
) e
~ 3 :
- {CHnCHy
QAc
fucosa CH»
‘Ac ramnosa
AcO -
OAc
AcOCHZ quinovasa externa
glucasavaxlerna
AcD OAc . 1
- HaC QAC -
QAc H

+

Figura 67. Seccion del espectfo HMBC delgééter purgico A (29) pe_racetiladooén donde se
muestra la correlacion entre el C-1 de la fucosa con el H-4 de la ramnosa (1) y C-1 de la
glucosa externa con el H-3 de la ramnosa (2). 3; Ciglu’~Hglu"y 4; C, glu-Hglu.

d

En la figura 68 se muestra el espectro ROESY del mismo derivado peracetilado
. _ ’

-(29) y algunas de las conectividades qﬁc justifican también la misma secuencia de

glicosidacion de 26 y 27.
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ram H-4 - . o

fucH-4 ’ Fa qui H-1 pym H-3
P H-2

4.0
qui'H-2 L
! plu'H-2 ~— = |
4.5
i .
=5.0
ram H-1
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i (CH29COCHy -~ -
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{CH3nCHa
1
‘ DAc
fucosa CH3
Ac ramnasa

Figura 68. Espectro ROESY y correlacnones observadas en el derivado peracetllado del
éster purgico A (29) donde n=2. Conect1v1dades 1; quul—Hngu 2; H3ram—H1 gli’ y 3;
Hsram—H, fuc.
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La naturaleza del derivado 28 correspondiente‘ a un artefacto del éster plrgico A

rov e

(26) se determino mlclalmente a partlr del espectro de masas (FAB- MS) (ﬁg 69) que

£}

mostro el 1on pseudomolecular [M H]’ m/z de 1179 Junto con los fragmentos m/z de 565

y 857; el primero de éstos dos ultimos también esta presente en el compuesto 26 {aglicona

- 146’— 1461 y.el sééundo parece repres_éntarf ‘el prc;du;:tlo de la p_érdida de dos unidades
'

monosacandas ademas de un | grupo metilo. La d1ferenc1a de este ultlmo con ¢l ion de m/z

1179 (1179 857 = 322) no corresponde a la perdida de una metllpentosa y una hexosa

(146 + 162 = 308), ni a la pérdida de dos metllpentosas (146 X 2 = 292). Si la pérdida

fuese de 292 Daltons la diferencia con 322 sélo seria p051ble a partlr de la pérdida de

formaldeh1do (CHZO) de los grupos metoxﬂo (Seibl 1973). Esta observacnon suglere la

presencxa de un metoxﬂo sustituyendo alguna de las umdades sacandas termmales

n

100+ <5

1179
50

857

- | ot 565
Lt 1y [H”!H.leill‘ L b .
100 200 300 400 - 500 600 700 8OO 960 1000 1100 1200
‘ - ’ miz

k Figﬁra 69. Esp ectro, de Inias_as" FAB'MS(mOdO fyegatiyo)" cflej'28_,' artefacto del éster
purgico A. ' SR A . \
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L'a observacién anterior se :corroboré médiante el analisis de los espectros de RMN
bidimensionales (COS'\", TOCSY, HMQC yw HMBC) que sé reféc'tuc;a con menores -
dificultades que er;_ el céso rde los ésteres purgicos A (26) y B (27), ya QUe las seiiales
diagndsticas d_e !H“ para la identificacién de cada unidad monosacérida fueron facilmente
distinguibles. Asi; .fue 'posi.b!e asiénar las sefiales de la fucosa a partir de la resonancia en
5 4.06 (H—4) y para las unidades de glucosal que presentaron al menos una de sus sefiales
co;'respondientes al prétc’m H-6 sin sobreposicion (6 4.40 y .4.5'2), é:omé, se puede apreciar

en el espectro COSY de la figura 70.

mn
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»

F1 (ppm)

Figura 70. Seccion del espectro COSY para la porcion oligosacérida del derivado 28.
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En el espectro COSY de la figura 70 se ilustra la asignacién de las resonancias para
los hidrégenos H;—Hjs de las dos unidades de quinovosa. Los de_splazamientos descritos

i

para las sefiales con sobreposicion fueron confirmados con el espectro TOCSY y se

concluy® la asignacion de todas las resonancias de 'H en el compuesto 28 (ver cuadro 19).

4 ' +

La asignacion de las resonancias de 13C se hizo a partir de los espectros HMQC y HMBC
_ tal como se describio para los ésteres pﬁrgicos A (26)y B (27) (ver'cuadro 20).
La secuencia de glicosidacion .para el‘ compﬁesto 28 se establecié desde Ias

conectividades observadas en ¢l espectro HMBC (f'lg. 71), asi la interaccion entfe el C-11

de la aglicona con el H-1 de una unidad' de quinovosa determiné la primera unidad

monosacarida.

E ==
ram H-4 E == 2 iy ST ==
qui H-1 E l@
5.0 -
3 3 .
5.2 = 1= =
5. 43 -
5.6‘2
3 5 :
3 e '
5.83 T :
E =
.04 — . L -
6 aﬂi o=
6.4 R — =
6.67
me-..lll:llll‘llllllllll‘l"li“"|l__ll'|[ll [[III|IIII|IIIII[

110 105 100 95 g0 85 8o 75 70 65 60

Figura 71. Seccion del espectro HMBC del compuesto 28. Conectividades CJen): 1;
H,qui—C agl, 2; H;ram-C,fuc, 3; Hyram-C,glu’, 4; Hyqui'-Cyglu’, §; H,glu—ngui, 6;
H,glu’~Cjram. ‘ . '
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El resto de las conelaéiones *Jo.u fueron las que sé describieron previamente para
los compuestos 26 y 27 y que se indican en las ﬁguraé 71 y 72. La tnica diferencia que se
encontro entre los.éstef;es 26-27 con 28 fue la conectividéd entre la sgﬂél de un grupo
metoxilo (5 3.82) con et carbono C-2 de la quinovosa externa (ql;li') (5 86.05) (fig. 72); de
tal manera que, el compﬁesto 28 resultd ser un artefécto de 26 con una diferencia de masa -
de 14 Daltoné que se observd con el ion de m/é 857 y que represento la pérdida de una-

unidad de glucosa y de quinovosa con un metoxilo [1179-146-162 - 14].

glu y qui
glu
ram

1
ﬁui'
fuc
qui-2
glu-2
qui-2

=

3.8 o
3 i 3@ ‘ >
4 o—; el - % _
3 . ==

i
0@

3 ==
E o .
4.43 . | . =
4.6'% -3 .
3 = =
E == o B =
4,81 ” RO
me l] rr:.ll||| Illll]'l llllrll lllllllllll ! T L ll’l'l'
110 .105. 100 95 90 85 ° 80 75, 70 :

Figura 72. Seccidn del espectro HMBC del compuesto 28. Conectividades (JC H) 1
Hpglu'—C,qui’, 2; Hoglu-Cyram, 3; CH;0-C,qui’.
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T

compuesto 28%.

Cuadro 19 Desplazamlentos qUIm]COS en la RMN 'H del ester purgico A (26) y del

Proton’ 26 - 28 )
Qui-1 4.78d (7.5) 4.88 d(7.5)
2 L 4a8-412% 4.20-4.15*

3 4.63 dd (9.0, 9.0) 4.65 dd(8.5, 8.5)
4 3.52 dd (9.0, 9.0) 3.56 dd(9.0, 9.0)
5 3.70 dq (9.0, 6.5) ©3.70-3.77*

6 1.45 d (6.5) 1.46 d(6.0)
Glu-1 5.75d (8.0) 577d(7.5) .
2 4.35-4.23* 4.23 dd(8.0, 8.0)

3  435-423% 420-4.11*

4 4.05-3.97* 4.02 dd(9.5, 9.5)

5 3.80-3.74 * 3.77-3.70*
6a 4.44dd (11.0,3.0) 4.40 dd(3.0, 11.0)

6b 425dd (11.0,6.0) 4.26-4.28*
Ram-1 6.45d (1.5) 6.38 d(1.5)

2 4.85dd (1.5,3.0) 4.83 dd(3.0, 1.5)

3 . 5.30dd (3.0,9.5) ~5.25dd(3.0,9.0)

4 4.81 dd (10.0,9.5) ' 4.76 dd(10.0, 10.0)
5 ** 5.20dq (10.0, 6.0) 5.12 dq(9.5, 6.0)

6 1.95 d (6.0) 1.91d (6.0)
Gle'-1 6.23 d (7.5) 6.17 d(7.5)

2 4.09-3.97*  4.02-3.95¢
.3 4.52 dd (9.0, 9.0) 4.45 dd(8.5, 8.5)
4 4.05-3.97* 4.02-3.95%

5 4.18-4.12% 4.35-4.28*

6a 4.56 - 4.50 * 4.52 dd(2.5, 11.5)

6b 4.18-4.12% 420-4.11*
Qui’-1 5.09 d (8.0) 5.23 d(8.0)
2 4.06 dd (9.0, 8.0) 3.61 dd(8.0, 9.0)

3 4.04-3.97* 4.02-3.95*%

4 3.61 dd (9.5,9.5) 3.67-3.71*

TS 3.74 dq (9.5, 6.5) 3.67-3.71*

6 1.66 d (6.5) 1.68(6.0)
Fuc-1 578 d (7.5) 5.72 d(7.0)

2 435-423 % 4.35-4.28*

3 435-423% 4.35-4.28*

4 4.04-397* 4.06 d(3.0)
5 4.18-4.12 % 420-4.11%
6 1.54 d (6.0) 1.51 d(6.0)

Con-2 2.32t(7.0) 2.32 4(7.0)
Bl 3.81'm . 3.78m
16 0.86 t (7.0 " 0.90 ¢(7.5)

MeO 340s 3.40

8¥b ver cuadro 16.
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Cuadro 20. Desplazamientos quimicos en la RMN 13C del éster purgico A (26) y del
compuesto 287, R

Carbonob 26 28 Carbono? 26 - 28
Qui-1 " 102.15 102.13 Qui’-1 104.76 104.93
2 " 8085 81.19 2 V7601 86.05
3 7847 . 78.359 3 "77.45 77.78
4 77.08 76.89 4 76.77* 77.02 .
5 . T2.12 72.26 .5 -+ +.73.60 73.15
6 18.25 18.22 6 18.56 -~ -18.54
Glu-1 ©102.40 10221 - Fuc-1 . 102.92 103.11
2 . 771.83 76.82 2 73.40 74.86 .
3 , *76.40 79.31 3 74.93* 73.37
4 72.53 72.19 4 72.82 72.86
5 : 77.45 77.51 5 71.01 71.07
6 62.81 63.19 6 1694 16.96
Ram-1 100.14 100.32 Con-1 173.99 173.99
2 : 71.73 72.10 o2 34.14 34.14
30 78.18 77.42 : 1 80.10 80.00
4 - 78.91 79.31 14 14.35 14.35
5 67.69 67.81 CH30 51.17 51.16
.6 18.97 18.99 CH30Q’-2 60.85
Glu'-1 100.57 - 101.20
2 84.72 85.00
3 76.77 78.14
4 72.20 72.42
5 79.48 © 77.81
6 63.32 62.89
ayb

. Ver cuadro' 18,

La generacién de artefactos .como 28 se ha descrito durante la metilacién
exhaustiva de los acidos glicosidicos con diazometano (Ono et al., 1990c). La posicién de

metilacion también ocurre en una unidad terminal probablemente porque existe una

¥

mayor exposicion del monosacarido al diazometano. También, es posible proponer que -
los hidroxilos poseen diferentes ‘reactividades hacia la sustitucién nucleofilica, aiin

“cuando existen en las referencias sélo algunos estudios de las diferentes reactividades de
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' los grupos OH en una unidad monosacarida como el reportado para la glucosa (Mulroney

et al., 1999).

- Como se ha mencionado aﬁteriormente, la élucidac'iéh' esfmciu;al del artefacto 28
se éfectué con una menor aiﬁcultad Y, por‘.lo tanto, ﬁo se necesito de la formacion de su
derivado peracetilado para confirmar su‘esrtru‘cfura comc.' en el caso de 26 y 27. Ademas,
el comlpu'esto 28 representa un derivado de_'2.6 y es una prueba adicional a la estructura
propu;sta para el nucleo oligosacarido dé los acidos grlicosidicos constitutivos de las
resinas de Ipomoea purga.

- La r’netilaciéh de 26 en la posicion 2 c'ie la quinovosa externa provoéé_ algunos
cambibs en los desplazamientos quimicos deml-as resonancias protonica -y de carbono-13,
. . o .

tal éomo se observa en los cuadros 19 y 20. Las sefiales de BC afectadas de forma

significativa son el fcentro de sustitﬁcién lCh-;2lr.de la quinovosa externa que se desplazo
paramagnéticameﬁte (A8 +10), los centros c-3 (AD ;.IA.37) y C-5 A(AB +1.67) de la
‘glucosa externa y el correspondiente al C—’3-' (Ad -1.56) de lé fucosa. Estas observaciones
" reflejan cambios conformacionales en las irés'unidades iﬁ;);nosacéridaé terminales y que
también son observados mediante los cambios producidos en los dlesplazamientos de
algunas seﬁale§ de hidrogeno: la sefial de} H-2 (3 3.61) de la unidad metoxilada se
desplazé hacia campo alto (A3 -0.4)y los c!lésplazamien_tos digmagpétiqo y paramagnético
+ de las ~resc‘mancias de los.protones H-3 (A3 —0.07) y H—S (A8 +1.0), respectivamente, de
., la glucosa externa. Estg;s cambios enlos-desplazamientos de 3C y.'H son explicados a

partir de las siguientes éonectividades observadas en el espectro NOESY (fig.'73): a) los

protones H—1 de la quinovosa interna (qui) (8 4.88)y H-3 (8 5.25),,H-5 (8 5.12) de la -
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ramnosa y b} los protones H-1 (3 5.23) de la quinovosa externa (qui’} y H-1 (5.72) de la
fucosa. Estas conectividades justifican la estructira que se presenta enla ﬁgufa 73. Asila
metilacion del éster purgico Al_(26)‘parece haber provocado un cambio conformacional en
~ las unidades sacdridas terminalés ‘que pucde ser sustentado ;30r el heého de que la
sustitucion de un proton por un grupo metilo ha modificado la polaridad de esa porcién
terminal del oligosé;érido generando ajustes conformacionales para disminuir su energia
interna. Se ha descrito que este tipo de estructuras poseen una distribucién'espacial

parecida a la de un detergente, es decir su porcién hidrofilica esta dispuesta de manera

.contraria a la cadgﬁa del acido graso (Jiang et al., 1995).
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ramnosa
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CH2OH

nCH  glucosa exderna

quinovosa externa

- Figura 73. Seccién del espectro NOESY y conectividades observadas en el compuesto
28 Correlaciones: 1; Hyfuc—H,ram, 2; Hyqui-Hiram, 3; Hyqui—Hsram, 4; Hyglu'-Hqui"y ~
5; H,fuc—H,glu’. 500 MHz, CsDsN. ‘

158




Las configuraciones absolu?as D o L de los comboneﬁtes monosacdaridos en los
ésteres pargicos A (26), B (27) y en el artefacto de 26 (28) no se determinaron de acuerdo
a la técnica des;crita. por Hara et al., (1987). En la mayoria de los tr‘abajosl de elucidacién
estructural de los glfcolipidos éle las convolvulaceas solo se: lha descrito quinovosa,
glucosa y fucosa C(IJl‘l; cénﬁguracione_s‘ absolutas D a excepcion de la ramnosa lo cual estd
de acuerdo a la corllsi.deracic'm dé que la gran parte de los monosacéridos de ori gen vegetal
poseen la configuracion ébsoluta D a excepcion de la ramnosa (Wey'mou-t_h-Willson, 1998)
y por esa razén se considerd v:esta configuracion absoluta en los azucares de los ésteres
pirgicos A (26) v B (28), La configuracion de los carbonos anoméricos de estos
monosacaridos se establecid gracias al registro (ie "51;3 constantes de acoplamiento C-"H
geminales ('JC-H)' (ver 'c‘:uadro_ 21). Segun Perilin y Casu (1969), los valores de
acoplamiento geminales son caracteristicos i para cada andomero y difieren
aprpximadamentefcn 10 Hz; ‘el anomero o presenta uﬂ valor de 170 Hz, mientras el B
tiene uno cércano a 160 Hz. Entonces, de acuerdo a los datos mostrados en ¢l cuadro 21‘
todas las .unidadés_ m;)nosacéridas_ ' poseen las conﬁg.uracion'é‘s.. B excepto la ramnosa
(Agrawal y Pathak, 1996; Bah y Pereda—Miranda, 1996; Perlin y Casu, 1969).

Cuadro 21. Acoplamientos C-H ( Jc.n) presentados por los carbonos anoméricos de los
monosacéridos presentes en los compuestos 26-28. :

Monosacarido Compuestos 26 y 27 Compuesto 28 -
' Jen (Hz) . Ve (Hz)

Quinovosa interna 156.7 ‘ 156.9
Glucosa interna 1560 161.4
Ramnosa 169.2 170.7
Glucosa externa 1629 156.9

" Fucosa 159.0 © 1560
Quinovosa externa 166.0 1615
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De acuerdo a lo anterior, los nicleos oligosacéridos de la convolvulina de Ipomoea

purga se caracterizaron como:

[ 2.

Ester pirgico A (26); éster metilico del acido (118)-11-{-O-6-desoxi-B-D-

glucopiranosil-(1 ~—>2)-O-B-D-glucopiranosil-(i -3 )-O-[B-D-ﬁjcopiranosil-( 1—>4})]-0-6-

f

desoxi-a-L-manopiranosil-(1 —2)-0-f-D-glucopiranosii-(1-—2)-6-desoxi —f3-D-

- glucopiranésido}-hidroxitetradecanoico.

. Ester plﬁrg_icq B (27); éster metli'lic.o_dt'al acido (i 15)-11 {.—0-6-desoxi-B-D-glucopir;lnosil-
(I—)2)—0-B-D'-glucopiran?.sil-(1 —,)3)-0-[B-D.—fucopiranqs‘;ill-( 1 ——>-’-l_).]—0-6l-desoxi-a-L-
manopiranosil-(1 —>2)-O-B-D-g;ucopiranosil-( 1—2)-6-desoxi —B-.D-glucopiran(')sido} -
hidroxihexadecanoico. .

Eter n‘leti_‘licpidel éster‘p‘l’lrgicol A (28); éster n‘1etilic.0 del acido (l.lS)-' 1 1 {-O—6-de§9xi-2-
O-metil-B-D'—g'lucopirano_si]-(l——>2)-O-B-D—fgl_ucopiranos‘i1_—(1-—;3)-O-[B-p-fq_copiranosil-
(1—)4)]—0—6-desoxi-a-L-mgnopiranosil-(1—>2)-O-B-D-glucopifanosilF(1f>2)-6-desoxi p-
D-g]ucopiranésido}-hidroxitetradeéarioico. |

La existencia de dos nﬁcleos qligosggéridos cc')n. diferente aglicona en la
convolvulina de la raiz de [pomoea purga es una situacion analoga a la descrita para los
acidos glicosidicos de las resiﬁé§~foliares de‘Phgrbitis nil dondé“se:faislaron los acidos

farbiticos B y D (Ono et al., 1990b). Estos son hexasacaridos con la misma secuencia de
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glicosidacion y diferente aglic_ona. Mientras que en‘rel 4cido farbitico B se encuentra como
~la aglicona el acido 3,2-dihidroxihexadecanoico (diOHC ), el otrfi presenta el 3,11-
dihidroxitetradecanoico (diOHC,4). Este mismo hecho sucede en la jalapina de Quamocl;‘t
pennata, cuyos ééidos glicosidicos, los dcidos quamoclfnicd Ay ‘operculinico A se
diferencian en las agliconas que son los 4cidos convolvulinivo (OHC,4) y jalapinolico
(OHC,¢), respectivamente (Or‘10 et al., 1992b). Otros ejemplos ;on los 4cidos cusciticos A
(OHC,4) y D (OHC¢) y los ééidos multifidinicos A (OHC,4) y B (0HC,6).obtenidos de la
convolvulina de las hojas de Cuscuta chinensis (Du et al., 1998) y de Quamoclit multifida
(Ono et al., 1997), respec_tivamente.

El éster purgico A (26) resulté ser el nicleo oligosacérido principal que caracteriza
la convolvulina de I purga, resultado que esta de acuerdo con la presencia del B-
quinovésido del 4cido convolvulinico aislado de esta misniél raiz por Shing y Stacey
(1973) mediante métodos degradativos de las resinas glicosidicas totales. Los ésteres
purgicos A (26) y B (27) representan ejemplos adicionales ‘de niicleos glicqsidic_:(_)s
ramificados con seis unidades monosacéridas junto con los aislados de Pharbitis ﬁz’l (Ono

etal., 1990b) y de /. lonchophyla (MacLeod y Ward, 1997).
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6. Conclusiones.

6.1. Usando técnicas de CLAP, de la jalapina de Ipomoea orizabensis se obtuvieron y
caracterizaron diecisiete glicolipidos novedosos con el mismo nicleo oligosacarido, las

orizabinas V (S)QXXI (19) junto con las descritas escamonina I y II.

6.2. Las orizabinas V (3)-XXI (19) presentaron como niicleo oligosacérido al écid‘o
(118)-11-[0-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—4)-0-6-desoxi-L-manopiranosil-(1—2)-O-

| B-D-glucopiranosil-(1 —2)-6-desoxi-f-D- glucopiranésido]-hidroxihexaaecanoico, al igual
que las escamoninas [ y 1. Las orizabinas V (3) —VIII (6) mostraron dos residuos acidos
esterificando al niicleo oligosacérido y las orizabinas IX (7)}-XXI (19) trés. Estos residuos
dcidos fueron el metilbut'anoilo, niloilo, tigloilo e isobutiroilo. El sitio de lactonizacion del:
nticleo oligosacarido con la aglicona en las orizabinas fue la posicién C-3 de la unidad de
ramnosa a excépcién de la orizabina VIII (6) due fue en la unidad de glucosa (C=3).

Mediante la reaccion de Mosher se diferenciaron los pares diasteroisoméricos de los

grupos niloilo de la_série treo 2R,3R y 285,38 de las orizabinas IX (7)-XXI (19).

6.3. La evaluacién del potencial citotéxico complementé el trabajo fitoquimico para la
obtencion de 'compuestosr' bioactivos, ie., aquellos glicolipidos provenientes de las |
fracciones de menor polaridad (orizabinas IX-XXI) mostraron una actividad citotéxica

'.signiﬁcativ‘a en la linea KB (EDsp< 5 ug/mL).
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6.4. Durante el andlisis preliminar de la convolvulina de Ipomoea purga se caracterizaron

dos nucleos oligosacaridos novedosos, los ésteres pilirgicos A y B que representan

“ejemplos escasos de’ nucleos hexasacaridos ramificados en .la familia de las

convolvuliceas. La elucidacion estructural de los mismos se hizo con los métodos
degradativos y de derivatizacién en conjunto con las técnicas analiticas espectrométricas y

espectroscopicas de alta resolucion.

.70.5. El estudio fitoquimico de, Ipomoea orizabensis e .Ipomoea purga ha puesto en

-evidencia la importancia que tiene ¢l. establecimiento de una metodologia para distinguir

sin equivocacion las jalapas falsas de la raiz de Ipomoéa purga. Se propone que los

- nucleos oligosacaridos de una jalapa falsa, el dcido orizabico A o el escamonico A, son

.. tetrasacaridos lineales cuya aglicona corresponde al acido (115)-11-hidroxihexadecanoico

(zicido jalapindlico) y esta aglicona es diferente a la observada en el nicleo oligosacarido

_ principal de la raiz de [pomoea purga, el éster metilico del 4cido (115)-11-{-O-6-desoxi-

B-_D-glucopiranpsil-(rl —)2)-O-[}-D-glucopiraposil-( 1—3)-0-[B-D-fucopiranosil-(1—»4)]-
0-6-desoxi-q-L-manopjranosil-(1—>2)-O-B;D-glucopiranosil;(1—)2)-6-desqxi —B-D-
glucopirandsido}-hidroxitetradecanoico  (éster purgico A). Estas diferencias  se

encontraron en concordancia con la clasificacién botanica de la familia Convolvulaceae,

. ya que, Ipomoea purga pertenece al subgénero Quamoclit (Moench) Clark, seccién

Exogonium (Choisy) Griseb, mientras que Ipomoea orizabensis e Ipomoea stans estan
incluidas en el subgénero Ipomoea, seccion Tyrianthinae (House) Austin (McDonald,

’

1991).
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7. Apéndice.
~ Elucidacién estructural de la soldanelita, glicolipido aislado de la jalapina de
Calystegia sodanella (Convolvulacea). |

La elucidacion estructural de los glicolipidos de la familia Convolvulacea en este
trabajo no s;)lo se hizo en los compuestos obtenidos de las raices de 1_._6riztzbe_n;is y de I
purga sino también en un glicolipido obtenido de la jalapiha de las raices de Calystegia
soldanella, planta Europea de la familia Convolvulaceae. El tratamiento de las raices para
obtener la jalapina y el compuegto en cuestion en estado puro no se mencionan en esta
seccion debido a que s6lo hice la elucidacién estructural del mismo a partir de los datos
espectrométricos y'e'spectroscc')picos disponibles. La estructura de este glicolipido (fig.
Al) se dedujo de los eépectros de RMN homonuclear y heteronuclear, ('H, I3C, COSY,
HMQC, HMBC, ROESY) y de sus datos espectrométricos (FAB) y S€ propuso corho la

de un tetrasacérido ramificado que contiene al acido jalapindlico como aglicona.

7 OR,
R=n|; R| =1g, R'g:mb ‘
nl = niloilo, tg = tigleilo y mb = 2-metilbutanoilo.

; Figura Al. Estructura de la soldanelita.
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En el espectro DEPT de la figura A2 se observan cuatro séﬁales en la region de los
carbonos anoméricos (8 104-97.5) .e indican la presencia de cuatro unidades
‘monosacéridas, de las cuales dos corresponden a la glucosa debido a las resonancias de
los Acarbénos metilénicos en & 62.98 y'61.48. También es posible proponer la presencia de

- Jos residuos niloilo (nl) y 2-metilbutanoilo (mb) debido a las sefiales en & 48.01 y 41.51,
desp!az'amiént‘os que son caracteristicos de los carbonos alfa al grup.o carboxilo en cada

Y

residuo (Bah, 1997). P - i
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El andlisis del espectro de RMN .'H (fig::A3) sugiere la presencia de los grupos
tigloilo (tg), ademas de corroborar el niloilo (nl) y 2-metilbutanoil£)4—(uﬁ16‘)mfnedianté las
siguientes seiiales: & 7.29 (tg, H-3), 2.99 (nl, H-2) y 2.41 (mb, H-2). Las resonancias que
demuestran la naturaleza lacténica de este glicolipido aparecen en dca 2.72 y son debidas
a los protones CH; alfa al grupo carboxilo de la aglicona (jalapinoilo) y a diferencia de las
orizabinas V(3)}-XXI(19) se observan con désplazamient()s muy cercanos. La |
determinacién del peso mqlecular por FAB-MS (modo negativo) mediante la generacidn
del ion [M - H]” m/; de 1135 confirmé 1;1 fénﬁula n}olecular de CssHg2044 que justifica la
presencia de los grupos tg, mb y nl, dos uniciades de metilpentosas y dos de hexosas, asi
'como. la del acido jalapinélico como la algicona (1135 = 271 + 146 + 146 + 162 + 162 ~

18 + 100 (nl) + 84 (mb) + 82 (tg).

hhhhh

7.28 7.24 ppm

tg H-3

L l T 1 1 T I L] ] T T l T T T 'I‘I. T T lI T i T T 1 T ]_ L) T 13 1 ‘ T T T T I

"7 6 5 4 3 2 1 ppm
F 4

Figura A3. Espectr.o de RMN 'H de la soldanelita.
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El estudio de j}os espectros COSY y TOCSY permitio la asignacion de las sefiales
de hidrégeno de cada una de las unidades monosacéridas (ver cuadro Al) y.partiendo de
€stas s¢ asignaron las sefiales de carbono mediante el analisis del espectro HMQC. Para
aquellas sefiales en las que se dificult6 esta asignacion se siguio el.prc_)cedimiento descrito
en los ésteres pﬁr_gicos Aﬁ (26) vy B (27). Las cor}stantelslde acoplamiento _(?JC_H_) que
presentaron lé_s hidrégenos H-2 y H-3 de las dog unidades.de metilpentosas permitieron
establecer su naturgleza. Para la ramnosa, las sefiales de los, protones H-2 y H-3

correspondieron a los dobles centrados en 6y, 5.93 (3.5, 1.5 Hz) y Ou3 4.79 (9.5, 35Hz)y

- para la quinovosa estas asignaciones fueron para los tripletes en 8y 4.22 (9.0, 9.0 Hz) y

Sz 4.25 (9.0, 9.0 Hz) (Massiot et al., 1990). La identificacion de las seiiales de los
carbonos C—1 de los residuos 4cidos (jal, mb, nl y tg) se hizo-mediante la 6bservacién de
las conectividadps (*Jca) en el espectro HMBC de éstos nificleos con sus protones
adyaéen_tes en cada residuo; e.g. H-2 del mb (8 2.42) con su sefial del centro C-1 (&
176.38) y en el c:aso del niloilo y del 2-metill-3utat__10ilo,l las sefiales de los carbonos C-1 de
ambqs se locallizaron en el mismo desplazamiento _66 176.38). Se establecid la secuencia
de glicosidacién a partir de las correlacion.es Jen observadlas en el espectro HMBC,
donde se aprgcia que, asi como las orizabinas V(3)-XXI (19} y los ésteres purgicos A (26)

. . . P
y B (27), el primer monosacarido unido en la posicion C+11 de la aglicona es la

quinovosa 'que es deducido desde la correlacion del H—i(& 4.69) de este azicar con el C-

[

113 172.8)dela aglicona (fig. A4).'
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Cuadro Al. Desplazamientos quimicos en ta RMN 'H y “C de la soldanelita para la
region oligosacarida®, '

Posicion® & 'H(500 MHza)' & BC (125 MHZ")

Qui-l T 469d(7.0) 10363

2 " 422dd(9.0,9.0) 80.74 |

3 | 4.25 dd (9.0,9.0) - 79.13

4 ’ 3.55dd (9.0; 9.0) 76.71

5 3.60-3.55 * 7228

6 1.58 d (6.0) 18.32

Glu-1 5.67d(8.0) 101.-54v
2 T 411dd (8.0, 8.0) - 76.43

3 4.28 dd (9.0, 8.0) 84.85

4 3.84 dd (9.0, 9.0) , 70.07

5 ' 3.71 ddd (9.0, 6.0, 2.5) o 77.16
6 " A1ldd(11.5,6.0) : 62.98

. 4.37-432*

Glu'-1 524 d(8.5) 9983
.2 5.55dd (10.0, 8.5) 72.80

3 © 5.884d (100, 10.0) | 76.04

4 4.20dd (10.0,9.5) 70.06

5 4.04ddd (9.5, 5.0, 2.0) 78.25

6 435-4.30* 61.48

4.42dd (11.5,2.0)

Ram-1_ 5.86 * , 97.62
2 593dd(35,1.5) 72.88
3 . 479 dd (9.5,3.5) o 68.40
4 | ,5.76dd (10.0,9.5) 75.48
5 ! 522dq(10.0, 6.0) o 66.92
6  1s6d 60 17.64
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Cuadro A2. Desplazamientos quimicos en la RMN H y l3C de la soldanelita para la
aglicona y los residuos acidos®.

Posicion’ — 8 'H(500 MHz*) — 6 °C (125 MHz").
jal-1 ‘ | — _:I72.84 —
2 '. 377 ) 5350
1 . 372m : . 82,01
16 - 0.85¢(7.5) | s
mb-1 ) B T3
L2 . 2411q(7.0,7.0) ; 41.51
2Me _112.d(7.0) . 1665
3Me o ;0.89t(7.5) ' 11.65
nl-1 | 176.38
2 _ 299 dq (7.0, 7.0) . 48.00
3 . 440232+ | _ | '.70.36 ‘
2Me 1.52d(6.5) .. 1347
IMe. .. . ..148d(6.5) T P
tg-! ‘ - . 16758
2 - | 128.20
3 729 qq (6.5, 1.5) | 138.30
2Me ~1.90d(L5) : L 12.43

3Me 1.69 dd(7.0, 1.5) . . 1433

¥® Ver los cuadros 2 y3.
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Figura A4. Seccion del espectro HMBC de la region oligosacarida de la soldanelita.
Conectividades (3JC-H): 1; C,glu-Hram, 2; Cyjagl-Hqui y 3; Csglu-H,glu".

Las correlaciones restantes presentes.én el espectro HMBC fueron las siguientes:
a) la sefial del carbono C—1 de una de.las unidades de glucosa interna (glu) con el H-2 de
la quinovosa (qui), .b) ia resonancia del nicleo C-1 de la ramnosa (ram)- con H-2 de la
glucosa interna (glu) y c) la sel;nal'C—l de la unidad de glucosa externa (glu’) con la

correspondiente al H-3 de la quinovosa (figs. A4 y A5).
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Figltlfa AS. Seccion del espectro HMBC de la region oligosacirida de la soldanellita.
Conectividades (3JC_H): 1; Cram-Hsglu, 2; C,glu"-H;qui y 3; C,glu-Hqui.

En la seccion del espectfo HMBC de la figura A6 se iiu‘stfa la determinacién de los
sitios de acilacion para el tigloilo ('tg) y para la aglicona (agl), cuyas seflales de los
carbonos C-1 (8 167.58 y, 172.84) presentaron conectivfdades con las_resbnancias de los
hidrégenos H-4 (5 5.76) de la ramnosa (ram) y H-2 (8 5.55) de la glucosa externa (glu’),
respectivamente. Este no fue el caso de los residuos niloilo y 2-metilbutanoilo y por lo

tanto, las correlaciones mostradas en «¢l espectro HMBC no son concluyentes para los

protones H-3 de la glucosa externa (3 5.88) y H-2 de la ramnosa (5 5.93),
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tg C-1 | . 1

A
Figura A6. Seccion del espectro HMBC de la soldanelita para la determinacion de los
sitios de acilacién. Conectividades: 1; C,tg-Hyram, 2; Cjagl-Hyglu” y 3; Cymb/Cnl-

Hyram/Hsglu'. Abreviaciones: tg = tigloilo, ram = ramnosa, agl = aglicona, glu'= glucosa
externa, mb = 2-metilbutanoilo y nl = niloilo. CsDsN. '

La determinaciéﬁ de las posiciones de los residuos niloil:o y 2-meti1butandilo (mb)
se hizo a partir del analisis del espectro ROESY de la figura A7, donde se observa la
correlacion que éxiste entre la sefial del'grupc; 2CH; (8 1.52) del niloilo con ¢l H-3 (8
5.88) de la glucosa e.;:terna (giu'),_p'or lo tanto, el residuo mb se encuentra en la posicion
C-2 de la ramnosa. Otra correlacion observada en esta misma figura es la producida entre

/
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el hidrogeno H-1 (8 5.86) de la ramn

aglicona (& 3.72).

osa y las correspondientes a los del CH; de la

m
o
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o
©
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Figura A7. ROESY de la soldanelita.
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. Fi (ppm) .

Conectividades: 1; 2CHnl-Haglu' y 2; Hyram-

2CHjagl. Abreviaciones: nl = niloilo, ram = ramnosa y agl = aglicona. CsDsN, 500 MHz.
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En la figura A8 se pueden apreciar mas correlaciones que sustentan la secuencia de
glicosidacic’m prop'uesté para este combues_to ademas de la debida al H—S-‘(S 5_;22) de la
ramnosa (ram) con el H-1 (6€4.69‘) de la quinovosé (qui) qﬁe junto con la pre;riamente .
descrita en la figura A7 (2) sugigrgn que el anillo de la ramnosa esta orientado como'se

- ilustraen la ﬂguré AS.

agl H-11

glu H-3

qui H-1

ram H-5

54 4
. ‘ 'naom
ram H-1 5'6, @ LEa @
N 58 < " '
& . Bebm. -
6.0 ' ‘
ppm '"l""i““l‘."'|""I"".l""l""l."“|" LU R M St L A M |""ll""[""l"‘ T I""I""I""I"':I""l""l ’

60 56 52 48 44 40 36

Flgura AS8. Seccién del espectro ROESY para la region-oligosacérida de la soldanehta
Conectividades: 1; H;agl-H,qui, 2; H3glu—H|glu 3; quulelglu y 4; H5ram—H,qu1
C;sDsN. .
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. _ .
Figura A9, Correlamones observadas en el espectro ROESY para mostrar la orientacién
del anillo de la ramnosa-en la soldanelita. 1 H;qui-H,glu, 2; Hyagl-Hsglu'y 3; CHsagl-
Hglu". Abrevxamones qui = quinovosa, glu =.glucosa, agl = aglicona, glu'='glucosa
externa, mb = 2:mietilbutanoilo, nl = niloilo y tg = tigloilo. -

AN

{ - .

‘Entonces después de analizar los datos espectroscopicos y espectrométricos de
] . . .
t i

‘propuso la estructura de .l_a soldanelita como la del ¢ster intraniolecul;ar 1,3""{[O-6-desoxi-
. 12-0-(2.-metil-1-0’x0-butil)-4-0~(1-oxq-tiglil):gx-L'-'manopi'rénqsil—(1-*3)—O_T[(340-hidroxi-
;E2-metil- 1-ox0-butil)-B-D-glucopiranisii-(1 —~>3)];OJB-D-gluéﬁiﬁiranosil-(1 -2)-6-desoxi-p-

L - ]

‘D-glucopiranosil] oxi} del acido 1l-hidroxihexade'cahoiéo.
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U.N.A.M_ Instituto de Quimica
Dr. H. Pereda AC35.50

900 MHz

disolvente: C505

cosYy :

ICH

|

|

Vb__JiUhUhdAm__LwUUJM
R

F1

Espectro 26. COSY del derivado peracetilado 24.

{(ppm)
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UN.A.M. Institutc de Buimica ICH
Dr. R. Pereda AC.35.04

500 MHz
hmbc
| Fo
H Byn - N ] [y
mmod v 2 -ou -
. e -Pef o .o
1.5 a o = @
m - -0 - ) .
2.04 o= - ; . ) .
. 15%1 -
2.5
3.0 - .
3.57]
4.0 .. -
4.5~ - L
507 . - T
. 3 - . .2 ,
5.57 co.
] .o° - o8
6.0
m.mll.___.A___H*___Hﬂ____—_dw____,_.—_g__.Fd_—.____—_‘____—____.___—.___m____.q_________g__.___—.___—m___—__—_
180 160 140 120 100 - 80 50 - 40 20
F1 (ppm)

Espectro 28. HMBC del derivado peracetilado 25.
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Gradiente-COSY '
DsAce + 22 .

Disolvente; piridina-d%

Temperatura: 288 K

OMX500
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Espectro 30. COSY del derivado peracetilado del éster purgico B (30). -
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Current Dats Parameters
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F2 - Atqulsltion Paramelery
Date_ 971088
i 2.2
INStAM soect
e 8 m Witine
P tosygp
L] 1024
SOLVTHT DHSZ
M a
1] 0
EL 3073, 112
Floes 2.942072 M2
Mmoo 1.1600007 anc
" 06
] 164 1O usae
o, 4.5 ulec
" M0 N
<0 ©,0000078 yec
a1 D000 Sec
ol 1.0000000C seg
L] 7.10 vaec
PI& 1000. 20 usec
P2 )} a.00 3
[CA]] 0001
L] 5.001%
[ry t V)] 5ite. 100
0.00025000 s8c
L] ‘710 usec
[ri Ed 0.00 %
chr2 0.0
w2 5001
LHANZ sine 100
o 4.5 vt
0L 500, 1318793 My
L 3} L
ni 0.0t 08
L] 0.90072362 wec
FI - hequisition gsrameters
N 1
Al 256
408 500, 1312 Mg
FI10PES 11.830763 Hz
5 6.065 pow
F2 - Processing parmdelers
sl 1024
=+ 500, 1207978 Hiy
L] D518
55 ]
Le a.00 Hr
(= [
L4 1.00
F| - Proceasing paranetery
51 1224
M2 o
5 500 1295229 Mz
i GSIME
S50 1
[v:] 9.00 H2 =0
oo L] —
ol
M WS plot pariveters.
[ F A 11,00 cn
2 1] 13,00 ¢ca
FAPL0 B8.029 ped
FaQ 015.41 #r
F 2P} 0 625 ppa
Faul M7 Hy
FifLo 04.939 ppa
FiLo 3019.97 Hr
FIPHL 0.67 ppa
Fin) 3.5 M
F 200N 0,41861 ppajca
FaicH 207 . PGEMA Wy fem

FIPIWCH Q. 41950 saniem




