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Abstracts

The present work describes a comparative céhemical study among the constituents of the
roots of Ipomoea orizabensis (Pelletan) Steud. Ex Ledanois (/. tyrianthinae Lindley) and /pomoea
purga (Wender) Hayne. The roots of / purga (jalap roots) are widely valued in folk medicine as a
purgative agent due to its high contents of resin glycosides. The increased demand for jalap
promoted the substitution of 1 purga with other species of the jalap medicinal plant complex, e. g.
Mexican escammony, a less potent species and hence its common name of false jalap. In the first
part of this study, orizabins V-XXI (3-19) were isolated as new natural products together with
scamonins I (1) and 11 (2) from the jalapin {chloroform-soluble résin) of I orizabensis. The
cytotoxic activity of the orizabins V-XXI (7-19) was significant. All compounds have the same
oligosaccharide  core, (115)-1 ]~[O—6~deoxy-B-D-glucopyranosyl-(]I —  4)-0-6-deoxy-o-L-
mannopyranosyl-(1 —2)-0-B-D-gluco-pyranosyl-(1 —2)-6-deoxy-B-D-glucopyranoside]-
hydroxyhexadecanoic acid. The convolvulin (methanol-soluble resin) of I purga was partitioned
and the fractions showed a significant cytotoxic. The chemical study of the convolvulin major
fraction allowed the characterization of two novel glycosidic esters, purgic esters A (26) and B (27)
as the products of alkaline hydrolysis of the resin glycosides mixture fotlowed by treatment with
diazomethane. The structures of purgic esters A and B were very similar. They are non-lineal
hexasaccharides with the same glycosidation sequence but different aglycon {jalapinolic or
convolvulinic acid). Purgic ester A, the major constituent, had convolvulinic acid, (11.8)-11-
hydroxyhexadecanoic acid, while purgic ester B was an oligosaccharide of jatapinolic acid, (115)-
hydroxytetradecanoic acid. The structures of the oligosaccharides cores of the resins from the roots
of I purga were characterizated as (118)-11 {-O—6-deoxy-B~D-glucopyranosyl-(I—>2)-()—[3~D-
glucopyranosyl-(1—3 )-O-[B-D-fucopyranosyl-(1 —4))-0-6-deoxy-a-L-mannopiranosyl-(1—2)-0-
B-D-glu-copyranosyl-(1 —2)-6-deoxy-B-D-glucopyranoside }-hydroxytetradecanoic (26  and

hydroxyhexadecanoic (27) methyl esters.
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Resumen.

La presente investigacion forma pﬁrte del proyecto “Desarrollo de los
oligosacéaridos biodindmicos de especies selectas de las convolvulaceas como agentes
terapéuticos y agroquimicos” que se conduce en la Facultad de Quimica de la UNAM. En
esta investigacion, se efectué un estudio quimico comparativo entre los constituyentes de
las resinas glicosidicas de las raices de Ipomoea orizabensis (Pelletan) Steud. Ex
Ledanois (lpomoea tyrianthinae Lindley) y de Ipomoea purga (Wender) Hayne. La
importancia del presente estudio se fundamenté en el hecho de que la raiz de I purga,
conocida como “raiz de jalapa”, es una materia prima muy estimada en la medicina
tradicional mexicana por sus efectos purgantes. Durante su comercializacion, esta planta
es substituida o alterada por especies similares con menor actividad purgante.
Identificaindose un complejo de plantas medicinales conocido con el nombre popular de
jalapas y una de estas jalapas falsas es la raiz de la escamonea mexicana (Ipomoea
orizabensis o Ipomoea tyrianthinae).

En la primera parte del estudio se obtuvieron veintiiin glicolipidos de la jalapina
(porcion de la resina soluble en éter) de I orizabensis (I. tyrianthinae). La purificacion de
estos metabolitos se realizé mediante cromatografia de liquidos de alta presién € incluyd
¢l uso de columnas de fase inversa (C;3, amino) y la aplicacion de las técnicas
cromatograficas de sobrecarga de columna, corte de nicleo y reciclaje de la muestra. De
los compuestos obtenidos, se caracterizaron a las orizabinas V-XXI (3-19) como nuevos
productos naturales y a las escamoninas I (1) y II (2). Todas las resinas glicosidicas
aisladas a partir de la escamonea mexicana presentaron el mismo nicleo oligosacérido, el

cual se caracterizé como un tetrasacarido lineal del acido jalapinélico: el 4cido (11S)-11-




[O-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-( 1 —4)-0-6-desoxi-o-1.-manopiranosil-( 1-2)-0-p-D-
glucopiranosil-(1 —«)2)—6-desoxi-5-D-glucopiranbsido]-hidroxihexadecanoico. Esta
secuencia de glicosidacion correspondid a la descrita para los constituyentes individuales
de las resinas glicosidicas de Convolvulus scammoniae. el representante europeo de
mayor importancia comercial del complejo de plantas purgantes agrupadas bajo el
nombre de “escamonea”.

Las orizabinas V-VIII (3-6) se encontraron esterificadas en dos posiciones, mientras
que las orizabinas IX~XXI (7-19) en tres. con residuos que corresponden a los siguientes
acidos organicos: 2-metilbutanoico (mb), 3-hidroxi-2-metilbutanoico (nilico, nl), 2-
metilpropanoico (/) y 2(£)-metilbutanoico (tiglico, tg). Sélo uno de los compuestos
aislados, la orizabina VIII (6), present6é un modo de lactonizacion diferente al resto de los
constituyentes de esta serie en la unidad de la aglicona (4cido jalapinolico), el C-3 de la
glucosa. Se caracterizaron tres grupos de compuestos diasteroisoméricos, las orizabinas
X-XIII (8-11), las orizabinas XIV-XVII (12-15) y las orizabinas XVIII-XXI (16-19),
cuyas diferencias estructurales fueron la localizacién y la configuracién absoluta del
grupo niloilo perteneciente a la serie treo 25,35 6 2R.3R.

Se efectuo la evaluacion del potencial citotoxico de los compuestos 1-19 en las
lineas celulares cancerosas siguientes: colon (HCT-15), cervix celular escamoso (SQC-1
UISO), ovario (OVCAR) y nasofaringeo (KB). Estas pruebas proporcionaron resultados
significativos (CEsy < 4 pg/mL) para los glicolipidos de mayor lipofilicidad (7-19).

En el estudio de 7 purga se determiné la actividad citotdxica de la convolvulina
(porcion de la resina insoluble en éter) y de cada una de las fracciones obtenidas a partir

de un fraccionamiento primario en columna de gel de silice. Los resultados demostraron




un importante potencial citotoxico para los glicolipidos que se encuentran presentes €n
estas mezclas (CEsg < 5 pg/mL). La fraccion mayoritaria, que desarrollé una mayor
actividad citotoxica, se saponificé y esterificé para obtener los ésteres pirgicos A (26) y
B (27). Estos compuestos son hexasacaridos ramificados con la misma secuencia de
glicosidacion, siendo la tnica diferencia entre ellos la longitud de la cadena del acido
graso que representa la aglicona. Asi, el componente mayoritario (éster purgico A)
presentd como aglicona al acido convolvulinico, 4ctdo (115)-1 1-hidroxitetradecanoico, y
¢l minoritario (éster puargico B) al 4cido jalapindlico, 4cido (115)-11-
hidroxihexadecanoico. Los nucleos oligosacaridos de la convolvulina de la raiz de I
purga correspondieron a los ésteres metilicos de los acidos (115)-11{-0-6-desoxi-p-D-
glucopiranosil-(1->2)-0-B-D-glucopiranosil-(1-»3)-O-[B-D-fucopiranosil-(1 —4)]-0-6-
desoxi-a-L-manopiranosil-(1-2)-0-B-D-glucopiranosil-(1—»2)-6-desoxi-B-D-
glucopirandsido}-hidroxitetra-decanoico (26) y (115)-11{-0-6-desoxi-B-D-
glucopiranosil-(1—2)-0-p-D-glucopiranosil-(1 —3)-0-[B-D-fucopiranosil-(1—-4)}-0-6-
desoxi-o-L-manopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosii-(1->2)-6-desoxi-B-D-
glucopirandsido}-hidroxihexa-decanoico (27).

La caracterizacion estructural de los glicolipidos naturales y de sus derivados
sintetizados se realizd mediante la aplicacion de métodos espectrométricos (EI-MS y

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




Abstracts

This work is part of the project “Invesiigation of the biodinamic oligosaccharides
from select convolvulaceae species as therapeutical and agrochemical agents” which is
carried out at the School of Chemistry, National University of Mexico. The present work
describes a comparative chemical study among the constituents of the roots of Ipomoea
orizabensis (Pelletan) Steud. Ex Ledanois (/. tyrianthinae Lindley) and Ipomoea purga
(Wender) Hayne. The roots of Ipomoea purga (jalap roots) are widely valued in folk
medicine as a purgative agent due to its high contents of resin glycosides. The increased
demand for jalap promoted the substitution of /. purga with other species of the jalap
medicinal plant complex, e. g. Mexican escammony, a less potent species and hence its

common name of false jalap.

In the first part of this study, the isolation and structural elucidation of the
glycosides from the jalapin (chloroform-soluble resin) of 1. orizabensis is described.
Orizabins V=-XXI (3-19) were isolated as new natural products, together with scamonins
I (1) and 11 (2). All resin glycosides were subject to cytotoxic evaluation in colon
carcinoma (HCT-15), squamous cell cervical carcinoma (SQC-1 UISO), nasopharyngeal
carcinoma (KB) and ovarian cancer (OVCAR). The cytotoxic activity of the orizabins
V-XXI (7-19) was significant. The isolation and purification of these closely structural
related compounds were done through inverse phase columns (C,g, amino) and recycle
mode in the chromatographic system. All compounds have the same oligosaccharide core,
(115)-11-[O0-6-deoxy-B-D-glucopyranosyl-(1 —> 4)-0-6-deoxy-a-L-mannopyranosyl-(1

—2)-0-B-D-gluco-pyranosyl-{ 1 »2)-6-deoxy-p-D-glucopyranoside]-




hydroxyhexadecanoic acid. The site of lactonization in the oligosaccharide was the same
in all compounds 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 residues were identified a 2-methylbutanoic, 3-hidroxy-2-
methylbutanoic (nilic), 2(E)-methylbutenoic (tiglic) and 2-methylpropanoic acids. The
orizabins V-VIII (3-6) had two residues, while the others presented three. Orizabins [X—
XXI (7-19) were found to be present as enantiomeric pairs of threo niloyl group: 2R.3R
and 25,3S.

The convolvulin (methanol-soluble resin) of Jpomoea purga was partitioned and
the fractions showed a significant cytotoxic activity (CEsy < 5 ug/L) against HCT-15,
SQC-1 UISO and KB cell lines. The chemical study of the convolvulin major fraction
allowed the characterization of two novel glycosidic esters, purgic esters 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 non-lineal hexasaccharides with the same glycosidation sequence but different
aglycon (jalapinolic or convolvulinic acid). Purgic ester A, the major constituent, had
convolvulinic acid, (115)-11-hydroxyhexadecanoic acid, while purgic ester B was an
oligosaccharide of jalapinolic acid, (115)-hvdroxytetradecanoic acid. The structures of the
oligosaccharides cores of the resins from the roots of /. purga were characterizated as
(F18)-11{-0-6-deoxy-B-D-glucopyranosyl-(1—>2)-O-B-D-glucopyranosyl-(1—-3)-O-[B-D-

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



(1—2)-6-deoxy-B-D-glucopyranoside } -hydroxytetradecanoic (26) and
hydroxyhexadecanoic (27) methyl esters.

The structure elucidation of all natural glycolipids and their derivatives was
achieved by high resolution spectrometric (EI-MS and FAB-MS) and spectroscopic

(NMR) techniques.
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Prologo

El descubrimiento de substancias bioactivas a partir de fuentes naturales como los
extractos de plantas ha generado el conocimiento de drogas utiles en la clinica. Se calcula
que aproximadamente el 60 % de los agentes antiinfecciosos 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 hace tiempo, el cual se
inicia con aquellas especies que se sabe tienen antecedentes farmacolégicos de acuerdo al
conocimiento adquirido en la medicina natural practicada empiricamente. Las especies
seleccionadas son sometidas a algun ensayo in vitro (actividad antibacteriana, antifungica,
antiviral, antiparasitaria o citotdxica) para asegurar la obtencién de sustancias bioactivas.
La actividad biolégica de estos productos naturales esta asociada a las propiedades
inherentes de los metabolitos secundarios que tienen diversas funcion.es, como de defensa
y como promotores del crecimiento en sus organismos productores. Es interesante hacer
notar que una gran cantidad de estos compuestos se presentan en forma de glicésidos,
cuya porcion carbohidrato ha demostrado tener un papel importante en los procesos de
reconocimiento celular, siendo un ejemplo la participacion de la fucosa en procesos
cancerosos (Listinsky et al, 1998). La importancia del papel biolégico de los
carbohidratos se reconoce al igual que la que tienen las proteinas y los dcidos nucleicos,
surgiendo asi nuevas areas de estudio como la glicobiologia (Reinhold ef al., 1995).

El estudio de compuestos que poseen cadenas oligosacaridas en las plantas de la
familia Convolvulaceae en nuestro pais se inicié gracias a los beneficios que se obtienen
de las mismas siendo de las pfimeras 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).
Esta dltima 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 I tricolor fué
el conocimiento del compuesto mayoritario y responsable de las propiedades alelopaticas,
fa tricolorina A que ha tenido una trascendencia importante que se refleja en las diversas
rutas de sintesis descritas para la misma (Larson y Heathcock 1996; Fiirster y Miiller
1998:; Lu et al., 1997; 1997a), asi como en la reciente obtencién de su estructura cristalina
(Lehmann ez al., 2000). Como se aprecia, la naturaleza de estos glicolipidos ha llamado
mucho la atencion de los quimicos para desarrollar estrategias de sintesis nuevas, ademads
de la caracterizacion estructural, siendo otro ejemplo la sintesis y el estudio
conformacional de la calictionina que fue aislada de Calunyction aculeatum y es un
glicolipido con una estructura muy similar a las encontrados en las plantas de las

convolvulaceas (Jiang et al.. 1995).
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1. Antecedentes

1.1. La familia Convolvulaceae y el género Ipomoea.

Dentro de las angiospermas, la familia Convolvulaceae representa una de las mas
grandes y diversas de México, 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 convolvulaceas
(McDonnald, 1991). El género {pomoea es uno de los mayoritarios con un grado de
endemismo de aproximadamente el 65 %, esto es la relacion entre el nimero de especies
presentes en México y el nimero aproximado de especies en el género (104/160). La
distribucién de estas especies en el pais se presenta en la figura 1, de la cual se deduce que
¢l endemismo de [pomoea estd concentrado en las regiones subtropicales de la costa del
pacifico. Asi, en el Estado de Veracruz solo hay dos especies endémicas, /. eximia € I.
purga, mientras que en un area igual de Jalisco a Qaxaca existen por lo menos 20 especies
endémicas. A nivel subgenérico existen complejos de especies que pueden ser
caracterizadas por preferencias de hdbitat. Por ejemplo, las especies de la serie
Tyrianthinae estan mejor representadas en las praderas y desiertos del Centro y Norte de
Meéxico.

La mayoria de las plantas del género I[pomoea no presentan una variedad
importante en su morfologia, siendo que la mayoria de estas plantas son enredaderas con
tallos enroscados que alcanzan de 1 a 5 metros. Existen una cuantas especies como L

phillomega ¢ 1. santillanii que se presentan como lianas tropicales 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 4aridas (1
stans, 1. duranguensis ¢ 1. sescossiana) son arbustos perennes lefiosos y herbaceos, 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 /pomoea de la serie Arborescentes crecen en

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

Figura 1. Distribucién del género Ipomoea en México. El primer numero representa el
numero de especies que existen en cada region v el segundo el nimero de especies
endémicas en la misma.



1.2. Las resinas glicosidicas en la familia Convolvulaceae.

Es bien conocido el uso de estas f)lantas como alimento y como agentes
terapéuticos en la medicina tradicional en muchas partes del mundo. En algunos casos, la
actividad biologica descrita se debe a la presencia de alcaloides, compuestos
caracteristicos de la familia (Stauffacher et al., 1965; Chao y DerMaderosian 1973;
Schimming et al., 1998; Botz et al., 1990-1991; Jenett-Siems et al., 1993; 1994a; 1994b;
Henrici et al.. 1994). Ejemplos de la actividad biolégica de los alcaloides presentes en las
convolvulaceas son la intoxicacion de ciertos animales con [. parasitica (Amor-Prats y
Harborne, 1993) o la actividad analgésica de /. intrapilosa (Osuna et al., 1996). En el caso
de la actividad alelopatica de I fricolor (Anaya et al., 1990), se demostro que los
compuestos responsables son 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), citotoxicas (Reynolds et al., 1995) y efectos vasoactivos
(Perusquia ef al., 1995).

Uno de los primeros estudios en donde se pretende relacionar a los glicolipidos con
cierta actividad biolégica es el efectuado en las partes aéreas de [ leari donde se aislo un
glicosido denominado “Ipolearosido™. Este glicolipido demostré poseer actividad
anticancerigena (Sarin et al., 1973). Otro ejemplo es el estudio de la actividad
anticancerigena (sarcoma 180 en raton) y antimicrobiana en Staphyvlococcus aureus,
Neurospora crassa'y Streptococcus faecalis de las glicorresinas de Ipomoea bahiensis
(Bieber et al., 1986). Sin embargo, en estos estudios no se determind la estructura de los

glicolipidos responsables de tales efectos biolégicos ya que en aquella época la




elucidacién estructural dependia exclusivamente del estudio de los productos de hidrolisis
basica o acida de tales resinas. El aislamierlno y la caracterizacion estructural de los
glicolipidos en su forma natural se inicid a partir de la utilizacion de las técnicas de
cromatografia liquida de alta presion (CLLAP), de los métodos espectrométricos (FAB-MS
0 SIMS-MS) (Costello, 1997, Baldwin, 1995) y espectroscopicos (RMN) (Agrawal, 1992;
Agrawal y Pathak. 1996) de alta resolucion. Asi los primeros glicolipidos caracterizados
integramente fueros las orizabinas I-IV (ver fig. 2) por el grupo de Noda y colaboradores
(1987) v se demostrd que los constituyentes de las resinas glicosidicas son liposacaridos
cuvas agliconas son los acidos grasos hidroxilados (C; o Cy¢) derivados de 1a hidrdlisis
acida. El nacleo oligosacarido se encuentra acilado en la mayoria de los casos y se
combina con el grupo carboxilo de la aglicona para formar un éster macrociclico. A partir
de estas investigaciones. el empleo de la cromatografia liquida de aita presion como
método de purificacion se convirtidé en una técnica esencial para el estudio quimico de las
resinas glicosidicas de las convolvulaceas. Durante estos estudios se han generado las
definiciones de “jalapina™ para describir la porcién de la resina soluble en cloroformo o
éter y “convolvulina™ para describir la porcion insoluble en estos disolventes lipofilicos.
El aislamiento y la elucidacion estructural de las resinas de la familia
Convolvulaceac ha llamado la atencion no sélo por la actividad bioloégica que han
demostrado tener, sino también por ¢l interés quimiotaxonomico que permitird relacionar
fa estructura quimica de los nucleos oligosacaridos con la clasificacién botdnica de las

fuentes naturales. Tal como lo describe Bah (1997), ¢l estudio de los constituyentes de las



resinas glicosidicas se ha incrementado y es posible iniciar una correlacion de tipo

quimiotaxonomico entre los nicleos oligosacaridos y la sistematica de la familia.
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Figura 2. Orizabinas -V aisladas de Ipomoea orizabensis.

En la literatura se describen una gran cantidad de nucleos oligosacdridos en
diversas especies de convolvuléceas. En [pomoea operculata (Ono et al., 1990a; 1991),

los 4cidos operculinicos A—G fueron generados como productos de hidrolisis basica de las




operculinas I-XVIHI y uno de estos dcidos, el acido operculinico A (fig. 3), se describié
tambi€n en las especies [pomoea stolonifera .(Noda et al., 1994a) e Ipomoea quamoclit
(Ono. ef al., 1992¢) entre otras. De la misma forma, el dcido operculinico C esta presente
en Ipomoea batatas. ademds de los acidos simoénicos A y B (fig. 4) (Noda et al., 1992a).
Este ultimo también se encuentra como uno de los nicleos oligosacaridos constitutivos de

las resinas de Ipomoea stolonifera (Noda et al., 1994a).
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Figura 3. Acidos operculinicos A (R= glucosa) vy C (R = H).
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Figura 4. Acido simoénico B, nucleo oligosacarido presente en Ipomoea batatas e
Ipomoea stolonifera.



La diversidad en las estructuras de los glicolipidos de las diferentes especies de
convolvulaceas hace que no sea posibie establecer una correlacion de tipo
quimiosistematico. Sin embargo, al analizar los nucleos oligosacaridos principales
(mayoritarios) en cada planta, se puede deducir lo siguiente: el acido operculinico A
caracteriza a Ipomoea operculata (Ono et al., 1989 1989b; 1990a; 1990b), Merremia
hungaiensis (Noda et al., 1994b; 1993) y Merremia mammosa (Kitakawa et al., 1989).
Aun cuando Merremia es un género diferente a Jpomoea, existe una incertidumbre en la
clasificacion de las especies incluidas en estos géneros. Asi por ejemplo, una de las
especies estudiadas por el mismo grupo de investigadores, Merremia tuberosa (L.) Rendle
(Ono et al., 1993b), también se ha clasificado como Ipomoea tuberosa L.. Por lo tanto, es
probable que en el caso de Ipomoea operculata existan diversas sinonimias. Otras
especies estudiadas vy que se han caracterizado por poseer nicleos oligosacaridos
exclusivos son: Ipomoea pes-caprae (L.) Sweet, serie Setosae (Pescaprésido E)
(Srivastava et al., 1991); Pharbitis nil, la cual probablemente corresponda a Ipomoea nil
(L.) Roth, serie Pharbitis (acido farbitico D) (Ono et al., 1990b); Ipomoea tricolor Cav.,
seccion Tricolor (acido tricolérico A) (Pereda-Miranda et al., 1993); Ipomoea batatas (L)
Lam, seccion Batatas (4cido siménico B) (Noda et al., 1992a) e Ipomoea muricata (L.)
Jacq., seccién Calonyction (dcido muricdtico A) (Noda ez al., 1988a; 1988b; 1988c). En el
caso de las especies de Ipomoea stans y de Ipomoea orizabensis que se encuentran en la
misma serie Tyrianthinae, existe diferencia entre sus nicleos oligosacaridos principales.
Mientras que en la primera planta se describio el acido escamonico A (Enriquez et al,

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




5). Un estudio reciente en una especic mexicana de [pomoea orizabensis (Sosa-Vasquez,
1994} demostro que el nicleo oligosacarido principal es el dcido escamonico A como en
¢l caso de Ipomoea stans. Lo anterior demuestra la necesidad de establecer de manera

precisa la clasificacion boténica de las especies sometidas a investigacian quimica,

Figura 5. Acido escaménico A (R=0Hy R, = H) y acido orizdbico A(R =HyR, =
OH) obtenidos de Ipomoea stans e Ipomoea orizabensis, respectivamente.

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

presentan algunos datos interesantes sobre estos compuestos.

Mamoésidos A, B, H, y H,.
Los tubérculos de Merremia mammosa han sido estudiados desde hace algunos
afios por el grupo de Kitawaga (1988; 1989; 1996a; 1996b). Asi en las primeras

publicaciones se menciona la interesante actividad ionoférica de los compuestos presentes
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en esta resina y la existencia de los mamosidos A, B, H; y H;. Sin embargo, la elucidacion
estructural de estos compuestos se efectud récientemente (Kitakawa et al., 1997). Las
técnicas de analisis principales que fueron aplicadas para la elucidacion estructural de los
glicolipidos incluyeron la espectrometria de masas FAB, su variante SIMS, el anlisis de
los productos de degradacion y la sintesis de uno de los 4cidos glicosidicos (mamésido [}
a partir del (1185)-jalapinolato de metilo. La secuencia de glicosidacién en los compuestos
se establecié a través de la metilacion del acido glicosidico respectivo seguida de la
metandlisis para formar los monosacéridos metilados en las posiciones hidroxilicas libres
(Bah, 1997). Es importante mencionar que ain cuando en la actualidad existe metodologia
en la RMN para lograr la elucidacion estructural de estos glicolipidos, esta investigacion
se baso exclusivamente en los métodos degradativos tradicionales y de sintesis. Los
nacleos oligosaciridos de estos compuestos (mamésidos [ y J) diferen en una unidad de
glucosa (fig. 6). Se demostrd que estas macrolactonas poseen actividad sobre el transporte
de los iones Na™, K" y Ca** a través de la membrana del eritrocito humano (Kitakawa e

al., 1997).

Multifidinas 'y II

De la jalapina de las hojas de Quamoclit x multifida, planta decorativa que es un
hibrido de Quamoclit pennata (L.) Bojer (I[pomoea (1.} quamoclit L.) y Q. coccinea
Moench (/. hederifolia L.), se obtuvieron las multifidinas [ y Il junto con las quamoclinas
[-1V. A partir de estos oligosacaridos se obtuvieron los productos de degradacion basica,

entre los que se identificaron dos acidos glicosidicos conocidos: los dcidos quamoclinico




A (Noda et al., 1994b; Ono et al., 1992b) y operculinico A (Ono et al., 1989b; Ono et al.,
1992a). Los acidos multifidinicos A y B se c;btuvieron como pentasacaridos novedosos
con las mismas unidades monosacaridas y secuencia de glicosidacion (fig. 6), pero
diferente aglicona. La elucidacion estructural de estos compuestos se hizo a través de

métodos quimicos, el analisis de la RMN bidimensional y FAB-MS (Ono et al., 1997).
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Figura 6. Acidos glicosidicos obtenidos de los tubérculos de Merremia mammosa
(Mamosidos [ 'y J) y de las hojas de Quamoclit x multifida (Acidos multifidinicos A 'y B).



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-
1 y -2 a partir de la jalapina (Miyahara, et al., 1996). Sin embargo, en el estudio de la
convolvulina, solo se lograron identificar los ntcleos oligosacaridos como productos de
degradacion debido a las dificultades en la separacion que presentaron estas mezclas
complejas. Un indicio sobre la composicion de las mismas se obtuvo a partir de los iones
generados del espectro de masas (MALDI TOF) (Costello ef al., 1997; Baldwin, 1995).
Como productos de hidrolisis basica de la convolvulina de Cuscuta chinensis,se
identificaron los acidos cuscuticos A-D (fig. 7) y los acidos acético, (25)-2-
metilbutanoico, (2R.3R) 3-hidroxi-2-metilbutanoico y el trisacarido O-6-desoxi-a-L-

manopiranosil (1-—3)-0-6-desoxi-a-L-manopiranosil-(1 —2)-D-glucopirandsido.

A R-= H, R| = CHgOH, B:R~= Rl = H, C.:R=H, Rl = CH3 Yy D, R= CgHs, R| = CHEOH

Figura 7. Acidos Cuscuticos A-D.
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Recientemente se discutio la dificultad para lograr la separacién de los
constituyentes individuales presentes en las ﬁezclas de las resinas glicosidicas de la
convolvulina de fpomoea lonchophylla (MacLeod y Ward, 1997) v de Cuscuta australis
(Du et al.. 1999). En la convolvulina de esta tltima planta, los iones pseudomoleculares
obtenidos por MALDI TOI' indicaron la presencia de compuestos con un peso molecular
de hasta 5580 Daltons. Dentro de los componentes obtenidos como productos de
degradacion. ademas de los dcidos 2-metilpropanoico, 2(£)-metilbutanoico, (25)-2-
metilbutanoico v (2R.3R)-3-hidroxi-2-metilbutancico, se identificaron los dcidos
cuscuticos A;—Aj, en donde el primero de ellos correspondio al ya descrito en la
tricolorina GG y H de Ipomoea tricolor (Du et al.. 1999)(fig. 8).

g

CH3(CHal, | (CHCO0H /
HO ; HO !
\ CHy H O

\CQ/O
° &A O~
mm/ HocH, \/ Mo
HOCH; o o 0
o HO
AN A 4

HO hY
a o]
% Oj
wl
H C/I—_ - HO !
woo LT | Ho °
HO OH
0
Tncolonina G

Acido cuscutico At

Figura 8. Acido cuscitico A (Cuscuta australis) y tricolorina G (Ilpomoea tricolor).

[La existencia de estos glicolipidos en forma de oligomeros fue una propuesta hecha
inicialmente por Mannich y Schumann (1938). la cual consideraba que las resinas
glicosidicas de Exogonium Purga (I purga) representaban mezclas complcjas de

oligomeros de un acido glicosidico esencial (fig. 9). Los resultados obtenidos en estas



especies de Cuscuta, ademas de los dimeros merremina (Noda et al., 1995) (fig. 10) y las
tricolorinas H-J (Bah y Pereda-Miranda, 1997) (fig. 11) representan ejemplos adicionales

que permitieron apoyar esta postulacion.
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Figura 9. Estructura de las resinas glicosidicas de Exogonium purga Benth, de acuerdo
con Mannich y Schuman (1938).
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1.3. Estudios fitoquimicos de Ipomoea purga e Ipomoea orizabensis.

La raiz de jalapa se cultiva de manera tradicional en México (Linajes, et al., 1993)
y es la raiz tuberosa de I purga o Exogonium purga (Wendoroth) Bentham, cuyas
propiedades catarticas s¢ conocen desde 1552 (Cruz, de la, 1965) cuando los espafioles la
llevaron a Europa, donde se uso ampliamente junto con otra especie similar (I jalapa),
segun Monardes (1990). Tambicn es usada como emético, antihelmintico, emenagogo y
diurético (Martinez. 1959). Los ingredientes activos de esta planta son las resinas
glicosidicas que estan contenidas en un 8-11 % (Martinez, 1969), a diferencia de la jalapa
de orizaba o [ orizabensis que contiene entre un 6-8 % (Tyler ef al., 1979). Esta tltima
resina es mas soluble en éter que la de /. purga, pero con menor actividad purgante y a
pesar de esto Ipomoea orizabensis se sigue utilizando como substituto de /. purga. La
substitucion de la raiz auténtica de jalapa con especies similares ha sido un problema
desde el inicio de su comercializacion en el siglo XVI (Noriega, 1903), describiéndose
tres jalapas en ese tiempo: la jalapa hembra u oficinal (Exogonium purga, Hayne), la
macho o fusiforme (/. orizabensis, Ledanois) y la de Tampico (/. simulans, Hamb). Sin
embargo, las comparaciones hechas se basaron en los caracteres anatomicos de los
tubérculos y en la apariencia de los extractos. En cuanto a los estudios fitoquimicos de las
resinas de estas plantas. uno de los primeros fue la descripcién de los constituyentes de las
resinas de /. purga por Mannich y Schumann (1938), seguido por la descripcion de un f-
quinovosido del acido 11-hidroxitetradecanoico en la porcion 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 I. orizabensis es el de escamonea mexicana de la
que se describe que el 71 % de la resina es solﬁble en un 71 % en éter (Tyler et al., 1979).
Power y Rogerson (1912) describen que esta resina generd como productos de hidrolisis
basica los acidos 2-metilbutanoico, 2(E) metilbutenoico y el ipuranol y como productos de
la hidrolisis 4cida, acido jalapindlico, dextrosa y una metilpentosa. Esta raiz llamé la
atencion como fuente de acidos grasos hidroxilados (Boog ef al., 1991; Roos y Baker,
1991) después de la descripcion de los primeros glicolipidos aislados y caracterizados
(orizabinas 1-IV) en su forma natural por el grupo de Noda (1987).

Los estudios farmacologicos de estas especies han involucrado la evaluacién de la
actividad citotoxica de las resinas; la /. purga mostrd un efecto inhibidor significativo
(CEsp < 4 ug/mL) para los cultivos de células cancerosas de mama (MCF-7) y carcinoma
nasofaringeo (KB) (Pereda-Miranda, 1995). En el caso de I orizabensis, la jalapina se
sometio a prucbas de evaluacion citotoxica en 10 lineas celulares, demostrando una
actividad citotoxica significativa en carcinoma epidermoide (A-431, CEso 2.8 pg/mL),
cancer mamario (BC-1, CEsy 2.4 pg/mL) y leucemia de muridos (P-388, CEsq 2.2 pg/ml.)

(Sosa-Vazquez, 1993).
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2. Hipotesis

A partir del conocimiento de la compésicién quimica de las resinas de [pomoea
tyrianthinae € Ipomoea purga sera posible establecer la diferencia entre una jalapa falsa y
la raiz auténtica (/. purga). El aislamiento y la caracterizacion estructural de los nucleos
oligosacaridos principales de las resinas glicosidicas de las dos especies permitiran
establecer un criterio quimiosistematico para ambas. La implementacién de una
metodologia sencilla como la hidrélisis acida para obtener la aglicona de los extractos
resinosos determinara si la especie en cuestion pertenece a alguna de las que forman el
complejo escamonea (I. jalapa, I. longepedunculata ¢ I orizabensis, Diaz, 1976), cuyos
nticleos oligosacéridos principales estan constituidos por el acido jalapinélico. La raiz de
jalapa auténtica (/. purga) debera poseer un nucleo oligosacarido diferente y
probablemente con la presencia del acido convolvulinico como la aglicona del mismo. La
autenticidad de la raiz de jalapa sera garantizada con la recoleccion de la planta en el sitio

de su cultivo (Municipio de Xico, Edo de Veracruz).
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3. Objetivos
El objetivo general del presente proyecto s el establecimiento de las diferencias
quimicas entre la raiz de jalapa auténtica (/. purga) e I. orizabensis o I. tyrianthinae y se

llevara a cabo con el cumplimiento de los siguientes objetivos particulares:

3.1. Estudio quimico y evaluacién citotoxica de los glicolipidos de la raiz de

Ipomoea orizabensis.

3.1.1. Establecer las condiciones instrumentales al nivel anlitico y preparativo en
la cromatografia liquida de alta presion para aislar los constituyentes
individuales presentes en la jalapina.

3.1.2. Establecer la estructura molecular de los constituyentes individuales aistados
mediante métodos quimicos y técnicas espectroscopicas (RMN) 'y
espectrométricas (FAB-MS).

3.1.3. Evaluar el potencial citotoxico de los glicolipidos mayoritarios aislados.

3.2. Estudio quimico de la raiz de Ipomoea purga.

3.2.1. Efectuar la hidrolisis basica de las fracciones activas (actividad citotoxica)
de la convolvulina y purificar los acidos glicosidicos mayoritarios mediante
cromatografia de liquidos de alta presién (CLAP).

3.2.2. Efectuar el andlisis espectroscopico (RMN 'H y C) y espectrométrico
(FAB-MS, 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 espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogeno (‘H) y de
carbono-13 ("°C) se generaron en equipos Varian Unity plus 500 o Bruker AMX-500, que
operaron a una frecuencia de 500 y 125 MHz. Se utiliz6 piridina (CsDsN) o cloroformo
(CDCl;) como disolventes y los desplazamientos quimicos (8) se expresaron en ppm
utiizando como referencia el tetrametilsilicio (TMS). Las rotaciones Opticas se
determinaron en un polarimetro Perkin Elmer 241 utilizando cloroformo o metanol como
disolventes. Los espectros de masas fueron registrados en un aparato modelo JEOL
SXIOA, utilizando como métodos de ionizacion el impacto electronico (EI) y el
bombardeo ripido de atomos (FAB-MS); en el modo negativo se utilizo una matriz de
trietanolamina; en el modo positivo, la matriz correspondié 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 desactivadas con H;BO; 0.036 N

(Ghebregzabher et al., 1976).

En las separaciones en cromatografia liquida de alta presion (CLAP), se utilizaron las
siguientes columnas:

Columna analitica de gel de silice (uPorasil™, 3.9 x 300 mm, 10 um).

Columna analitica de fase inversa Cyg (3.9 x 300 mm, 10 pm).
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Columna analitica de aminopropilmetilsilano NH; (iBondapak™ 3.9 x 300 mm, 10 pm).
Columna analitica para analisis de carbohidrat(;s (Waters, 3.9 x 300 mm, 10 pm).
Columna preparativa de aminopropilmetilsilano (uBondapak™, 19 x 150 mm. 10 pm).
Columna preparativa de gel de silice (ISCO, 21.2 x 250 mm, 10 um).

Los disolventes utilizados fueron cloroformo, acetona, n-hexano, acetonitrilo y agua
(grado analitico y CLAP).

La instrumentacion estuvo formada por un equipo Waters (Millipore Corp., Waters
Chromatography Division, Milford, MA, USA) equipado con un sistema de distribucién
de disolvente y un refractometro diferencial Waters 410 integrado a un equipo de
computo (OptiPlex 466/Le, Dell). El control del equipo, la adquisicion de datos, el
proceso y el manejo de la informacién cromatogréfica se hicieron a través del programa
de sofware Millenium 2000 (Waters). Un recirculador de muestra y uno de disolvente se

adaptaron en linea al sistema cromatografico.

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
depositd en la coleccion etnobotanica del Herbario Nacional del Instituto de Biologia de
la UNAM (R. Bye 17761).

L.a muestra analizada de la raiz de jalapa fue de 10 kg de tubérculos frescos de
Ipomoea purga que se colectaron en el municipio de Xico, Estado de Veracruz. La

identificacién del material fue hecha por el Bidlogo Alberto Linajes y el Dr. Victor Rico.
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Un ejemplar se depositd en el Herbario del Instituto de Ecologia, A.C. (Ortega 473,

XAL).

4.4. Obtencién de las resinas glicosidicas: jalapina y convolvulina.

El material vegetal (/. orizabensis e I. purga) seco y pulverizado fue sometido 2
una extraccion preliminar con n-hexano para eliminar constituyentes de baja polaridad. Se
prepararon los extractos cloroférmico y metanélico de los tubérculos mediante un proceso
de maceracién de cuatro semanas para cada disolvente. Una vez concluido el tiempo de
extraccion, la solucién se filtrd y el disolvente se elimindé a presion reducida. Se
obtuvieron los extractos cloroférmicos (jalapina) con un peso de 743.7 g (I. orizabensis) y
4.41 g (I purga). El peso del extracto metandlico (convolvulina) de la raiz de Ipomoea
purga fue de 169.55 g.

El fraccionamiento 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 figura 12 se presenta la cromatografia en capa fina de las mismas. El trabajo
experimental en esta planta se efectué con las fracciones HI, 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 reunion de éstas se denomindé como la

fraccion primaria de la jalapina (FPJ).

25




;l
Sy

et — ] — 4t U ;o i
" w ¥ ¥l 9]

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 elucion: CHCl;-MeOH-H,0 (7:3:1).
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Figura 13. Cromatografia en placa fina de las fracciones obtenidas de la convolvulina de
fpomoea purga (izquierda) y de sus respectivos productos de hidrolisis basica (derecha).
Sistema de elucion: 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 elucidn constituido por MeOH-CHCl;-Me,CO. Se
obtuvieron 7 fracciones que fueron hidrolizadas con KOH (ver fig. 13). Los anilisis
mediante cromatografia en capa fina y CLAP de los productos de saponificacion permitid
la deteccion de dos dcidos glicosidicos mayoritarios, los acidos purgicos A y B (Cruz-
Bailon, 1998; Yafez-Garcia, 1998). La fraccién II de la convolvulina se utilizé para ¢l
desarrollo del presente trabajo y se nombro como la fraccioén primaria de la convolvulina

(FPC)

4.5 Separacion y purificacion de los glicolipidos de la jalapina de Ipomoea
orizabensis.
4.5.1 Obtencion de las escamoninas I (1) y II (2) y de las orizabinas V-VIII (3-6).
Las pruebas preliminares para fograr la separacion de los principios presentes en la
fraccion primaria de la jalapina (FPJ) se efectuaron en columnas analiticas de fase normal
(Si0») e inversa (Cg) con un sistema de deteccion inicial de UV (254 nm) y flujos de 0.5
mL. El modo de deteccion se cambid al indice de refraccién cuando se encontrd el
sistema cromatografico adecuado que consistioé en columna analitica Cyg (3.9 x 300 mm,
10 um); flujo: 0.5 mL/min; fase mévil: CH;CN~H,O (88:12); volumen de inyeccion: 20
pl (2 mg/200 pl).
El escalamiento al nivel preparativo 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®)
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En donde:
Mp = masa de escalamiento en (mg) Fp = flujo al nivel preparativo
Ma = masa inyectada al nivel analitico {mg) Fa = flujo al nivel analitico

Lp = longitud de la columna preparativa (mm)

La = longitud de la columna analitica (mm)

dp = diametro interno de la columna preparativa (mm)
da = diametro interno de la columna analitica (mm)

Las condiciones instrumentales al nivel preparativo adecuadas fueron Ilas
siguientes: columna C,g preparativa ISCO, (19 x 250 mm, 10 um); fase mévil:
CH,CN-H>0 (88:12): flujo: 8.0 mL/min; detector: indice de refraccidn; concentracion de
la muestra: 80 mg/500 wl y volumen de inyeccion: 500 ul.

La aplicacion de las técnicas de sobrecarga de la columna y corte del nucleo
(Bidlingmeyer, 1992; Hostettmann, 1986) permitieron colectar las subfracciones
correspondientes a los tiempos de retencion (tz) 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 min (F, 350 mg).

Las subfracciones A-D fueron reinyectadas en la columna NH, preparativa con
un sistema de elucion binario constituido por CH:CN-H,0 (92:8); flujo: 4 mlL./min;
volumen de inyeccion: 500 pl. (20 mg/ml.). Se aplico la téenica de reciclaje de la muestra
(Kubo y Nakatsu, 1990), utilizandose de 8 a 10 ciclos para obtener la maxima separacion
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 II (2) a partir de la subfraccion A. El analisis de la subfraccion C proporciond
12 mg de la orizabina V (3) y por ultimo, el tratamiento de la subfraccién B permitio el

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

Escamonina I (1) (tg = 16 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 132-135 °C; [a]p —30 (¢ 0.1,
MeOH); FAB-MS (modo negativo) m/z: [M — H]” 1019 (CsHg:041), 917, 835, 689, 579,
561, 417, 271. Las constantes espectroscopicas de RMN de 'H y "*C corresponden a las

descritas para la escamonina | aislada de Convolvulus scammonia (Noda et al., 1990).

Escamonina II (2) (tx = 36 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 156-162 °C; [a]p =30 (¢ 0.1,
MeOH); FAB-MS (modo negativo) m/z: [M — H]™ 937 (CysH7704), 835 [M —H - CsHgO
~ H,0], 689, 579, 561, 417, 271. Las constantes espectroscopicas de RMN de 'Hy de

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

(Noda et al., 1990).

Orizabina V (3) (tg = 20 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 128-130 °C; [a]p =33 (¢ 0.1,
MeOH); RMN 'Hy 13C (ver los cuadros 2 y 3); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1037 (M
— HT7, 993 [M — H - C,H,0]", 937 [M — H - CsH30:]", 909 [993 — CsHgO] , 891 [909 ~
H,0]", 835 [937 — CsHO — H,07', 617, 561, 417, 271; HRFAB-MS m/z: 1037.5525 M

- HJ]; CsgHgsOn; requiere 1037.5533.




Orizabina VI (4) (tz = 22 min): Solido amorfo blanco; p.f. 128-133 °C; [a]p -38.6 (c
0.1, MeOH); RMN 'H y Be (ver los cuadros'Z y 3): FAB-MS (modo negativo) m/z: 1037
[M - H]", 1023 [M ~ CH;]", 993 [M - H - C,H,0}, 937 [M - H — CsHgO,]7, 909 [993 -
CsHsOF, 891 [909 - H,OJ". 887. 789, 661, 617, 561, 417, 271; HRFAB-MS m/=-

1023.5365 [M-CH;]", CyyHg303; requiere 1023.5376.

Orizabina VII (5) (tg = 22 min): Sélido amorfo blanco: p.f. 127-134 °C; [a]p -29 (¢ 0.1,
MeOH); RMN 'H'y "°C (ver los cuadros 2 y 3); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1037 [M —
H]", 1023 [M - CH,]", 937 [1037 - CsHyO,]". 891 [909 - H,01", 789, 679, 661, 617, 561,

417.271; HRFAB-MS m/z: 1023.5353 [M — CH,]". C49Hy:0,5 requiere 1023.5376.

Orizabina VIII (6) (tg = 30 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 110-115 °C; falp -21.3 (¢
0.1, MeOH); RMN 'H y C (ver los cuadros 2 y 3); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1037
[M - H]', 993 [M - H - C,H,0]7, 937 [1037 - CsH;0,]", 891, 661, 617, 561, 417, 271;

HRFAB m/z: 1037.5547 [M - H]', CsoHgsO»; requiere 1037.5533.

4.5.2 Obtencidon de las orizabinas IX-XXI (7-19).

El analisis de las subfracciones E y F utilizando el mismo sistema cromatogréfico
que permitio la resolucion de las subfracciones A-D (inciso 4.5.1) no resulté adecuado y,
por tal motivo se incrementd la proporcion de CH;CN a 95% en la fase mévil. El tamafio
de la muestra que se inyecté fue de 8 mg/500 pL. El empleo del reciclaje no mejoré la

resolucion de las subfracciones E y F. Por tal motivo, se fraccion6 la mezcla FPJ
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mediante la técnica de corte de nucleo en una columna Cig (19 x 250 mm, 10 pm) de
mayor resolucion (Spherisorb® Waters). Las ciondiciones analiticas seleccionadas fueron
las siguientes: fase mévil: CH;CN-H,0 (95:5); flujo: 0.5 mL/min; volumen de inyeccion:
20 pL (2 mg/200 pL). El escalamiento al nivel preparativo utilizé un flujo de 8 mL/min y
se inyectaron 40 mg/500 uL de muestra. El procesamiento de 2.183 g de la fraccion FPJ
permitié la obtencion de las subfracciones I (tg = 23.8 min, 305 mg), IT (tg = 26.7 min,
259.2 mg), III (tg = 29.8 min, 806 mg) y IV (tg = 33.4 min, 659.3 mg).

Se logr6 la separacion de los constituyentes individuales de las subfracciones I, III
y IV con el empleo de las condiciones siguientes: columna NH, preparativa (19 x 250
mm, 10 pm); fase mévil: CH;CN-H,0 (95:5); flujo: 4 mL/min; volumen de inyeccion: 8
mg/500 pL. De 8 a 10 ciclos se necesitaron para lograr separar los compuestos 7 (47 mg),
8 (36 mg), 9 (49 mg), 10 (59 mg) y 11 (32 mg) a partir de la subfraccion I. De la
subfraccion III se purificaron los constituyentes 12 (62 mg), 13 (130 mg), 14 (130 mg) y
15 (136 mg). De la subfraccién IV se lograron aislar los compuestos 16 (50 mg), 17 (120

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

Orizabina IX (7): Solido amorfo blanco; p.f. 124-127 °C; [a]p —29 (¢ 0.2, MeOH); RMN
'Hy 13C (ver los cuadros 7, 8 y 9); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M — HI, 1075
M - H - C,H,0]", 1019 [M - H - CsHgO,]", 973 [1019 — CoHy - HyOT, 919 [1109 -
CHO — H,0], 661, 617, 561, 417, 271; HRFAB-MS m/z: 1119.5968 [M - HJ,

C55F191023 requicre 1119.5951.
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Orizabina X (8): Solido amorfo blanco; p.f. 118-120 °C; [a], -54.5(c 0.1, MeOH),
RMN 'H y '3C (ver los cuadros 7, 8 y 9); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1105 IM - HY",

1019 [M - H - C,H,0 - C3Hg]", 1005 (M ~ H ~ CsH;0O,]", 661, 617, 561, 417, 271;

HRFAB-MS m/z: 1105.5751 [M — H]", Cs4Hgy0,3, requiere 1105.5794.

Orizabina XI (9): Solido amorfo blanco; p.f. 118-122 °C; [a], —49 (¢ 0.26, MeOH);
RMN 'H y "*C (ver los cuadros 7, 8 y 9): FAB-MS (modo positivo) m/z: 1107 [M + HJ";
961, 861, 681, 491, 453, 427, 299: positivo HRFAB-MS m/z: 1107.5812 [M+H]"

C54H91023. requiere 1107.5951.

Orizabina XII (10): S6lido amorfo blanco; p.f. 123-125 °C; [a]p —49.4 (¢ 0.61, MeOH);
RMN 'H y Be (ver los cuadros 7, 8 v 9): FAB-MS (modo negativo) m/z: 1105 M -HJ".
1019 [1105 - GH4O - C3Hel, 1005 [1105 - CsIT0,.]7, 973 [1105 - C,H,O -
C4HeO-H,0F, 679, 661, 617, 561, 417, 271; negativo HRFAB-MS m/z: 1106.5875 [M]™

requiere 1106.5872.

Orizabina XII (11): Solido amorfo blanco; p.f. 120-123 °C; [a]p —49 (c 0.2, MeQOH);
RMN 'H y B¢ (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 LHIRFAB-MS m/z: 1107.4532 [M +

H]", Cs4Hg 051, requiere 1107.5951.
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Orizabina XIV (12): Sélido amorfo blanco; p.f. 119-122°C; [a]p -35.2 (¢ 0.2, MeOH);
RMN 'H y 13C (ver los cuadros 10 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M - HY,
1019 {M — H — CsHgO,]", 973 [1019 — C;H, - H,OT, 789, 680, 661, 617, 561, 417, 271,

negativo HRFAB-MS m/z: 1119.6008 [M ~HJ, CssHg O23, requiere 1119.5951.

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

HRFAB-MS m/z: 1119.6001 [M - HJ", Cs5Hy 023, requiere 1119.5951.

Orizabina XVI (14): Sélido amorfo blanco; p.f. 120-122 °C; [a]p —20.7 (c 0.2, MeOH}),
RMN 'H y 1C (ver los cuadros 10 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M - HT,
1019 [1119-CsHO,], 973 [1019 — C;H,— H;017, 789, 679, 661, 561, 417, 271; negativo

HREAB-MS m/z: 1119.5968 [M — H]", CssHg, 023, requiere 1119.5951.

Orizabina XVII (15): Sélido amorfo blanco; p.f. 124-127 °C; [a]p =26 (c 0.2, MeOH);
RMN 'H y °C (ver los cuadros 10 y 12): FAB-MS (modo negativo) m/z: 1119 [M - HT,
1075 [M - H - C;H,0F, 1019 [M - H - CsHyO,], 661, 617, 417, 27!1; negativo

HRFAB-MS m/z: 1119.6072 [M - H]", Css5Hg On3, requiere 1119.5951.

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

MeOH); RMN 'H y e (ver los cuadros 11 y 12); FAB-MS (modo negativo) m/z: 1121
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[M - HJ, 1021{M - H - CsH30,]", 975 [102]1 - C;H, - H,OJ", 679, 661, 561, 271;

negativo HRFAB-MS m/z: 1121.6088 [M - H], Cs5sHg3043, requiere 1121.6107.

Orizabina XIX (17): Sélido amorfo blanco; p.f. 114-116 °C: [ot]p =30.6 (¢ 0.2. MeOH);
RMN 'H y e (ver los cuadros 11 y 12); FAB-MS {modo negativo) m/z: 1121 [M - HY",
1021 [M - H - CsHg0,]", 789, 679, 661, 617, 561,417, 271; negativo HRFAB-MS m/z:

1121.6194 [M - H]". CssHo;04s. requiere 1121.6107.

Orizabina XX (18): S6lido amorfo blanco; p.f. 117120 °C; [a]p —26.5 (c 0.2, MeOH);
RMN 'Hy "°C (ver los cuadros 11 y 12): FAB-MS (modo negativo) m/z: 1121 [M — HJ",
1021 [M - H - C;HgO,]7, 975 [1021 - C,H, - H,0]", 789. 679, 661, 561, 271: negativo

HRFAB-MS m/z: 1121.6085 [M - H]", CssHg;0,1, requiere 1121.6107.

Orizabina XXI (19): Sélido amorfo blanco; p.f. 111-113 °C; [a]p —21.5 (¢ 0.2, MeOH);
RMN 'H y Be (ver los cuadros 11 y 12); FAB-MS m/z (modo negativo) 1121 [M - H],
10211121 ~ CsHgO,]", 790, 679, 661, 618, 561, 417, 271; negativo HRFAB-MS m/z:

1121.6130 [M — HJ, CssHy;04s, requiere 1121.6107.
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4.6. Preparacion de derivados de la jalapina de Ipomoea orizabensis.
4.6.1. Hidrélisis 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 durante 2 horas con 5-10 mL de K,CO; (0.5 %). Al final de la reaccion, en cada
caso se ajusto a un pH de 34 con solucién de HC1 (0.5 N) y se diluyo con H,O hasta 10
mL. Se efectuaron tres extracciones con éter etilico (3 x 10 mL), la fase orgénica se lavo
con H,0 dos veces (2 x 10 mL) y se concentrd permitiendo la obtencion de una fraccion
organica de consistencia oleosa. El cuadro 1 presenta la cantidad de cada glicolipido
hidrolizado y del residuo organico obtenido.

Cuadro 1. Saponificacién de 7-19

Compuesto Cantidad hidrolizada (mg)  Fraccién organica (mg)
7 558 4.5
8 383 7.0
9 455 8.0
1 52.0 16.0
11 17.5 20
12 51.8 5.8
13 82.0 14.0
14 45 4.0
15 51.9 9.3
16 36.2 12.9
17 15.7 2.6
i8 42.0 4.5

19 229 1.6
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4.6.1.2. Determinacion de la configuracién absoluta de los acidos 2-metilbutanoico y
3-hidroxi-2-metilbutanoico.

El residuo organico proveniente de la hidrolisis alcalina de cada una de las
orizabinas IX-XXI (7-19) (inciso 4.6.1) se sometio a una reaccion de esterificacion con el
bromuro de p-bromofenacilo. Cada una de las fracciones orgénicas se disolvié en 10 mlL
de acetona seca y la solucion se neutralizo con trietilamina. Se adicionaron entre 10 y 30
mg de bromuro de p-bromofenacilo. Después de 2 horas, la mezcla de reaccidn se
concentrd y se extrajo con 10 mL de éter etilico (tres veces). Las mezclas de reaccion
fueron sometidas a CLAP utilizando una columna de SiO, (19 x 150 mm, 10 pHm), una
fase movil de n-hexano-AcOEt (7:3) y un flujo de 2.0 mL/min para generar dos picos:
frl1 (3-14 mg, tg = 6 min) y fr2 (1.2-3.4 mg, tz = 12 min). La fraccién de mayor

polaridad correspondio al nilato de p-bromofenacilo.

Nilato de p-bromofenacilo: Solido cristalino blanco; p.f. 68-70 °C; RMN 'H (CDCl;,
300 MHz): 8 7.79 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar), 7.65 (2H, d, /= 8.7 Hz, Ar), 545 (1H, d, J =
16.5 Hz, CH,), 5.34 (1H, d, J = 16.5 Hz, CH,), 3.97 (IH, dq, J = 6.3, 6.3 Hz, H-3), 2.63
(1H, dq, /= 7.2, 6.3 Hz, H-2), 1.30 (3H, d, J = 6.30 Hz, 3Me), 1.25 (3H, d, J= 7.2 Hz,
2Me). Las constantes espectroscopicas de los residuos de niloilo son idénticas a las
descritas para el isomero treo (Du ef al., 1998; Miyahara et al., 1996; Noda et al., 1988a).
Debido a la cantidad minima de muestra no se determiné la rotacion éptica de cada

residuo esterificado. Posterior a la determinacion de la configuracion absoluta de cada

residuo niloilo, se encontrd que las orizabinas IX (7), X (8), XIII (11), XIV (12), XVII
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(15), XVIII (16) y XXI (19) gencraron el diasteroisomero 2R,3R, mientras que las
orizabinas XI (9), XII (10), XV (13), XVI (14); XIX (17) y XXI (18) el 25,3S5.

La frl se sometié a un segundo andlisis en CLAP en una columna de fase normal
(Si0;) (130 x 19 mm, 10 um) con un sistema de elucion de n-hexano—-AcOEt (92:8) y un
flujo de 2.0 mL/min para obtener tres picos: el primero (tg = 13.4 min) correspondio al
metilbutirato de p-bromofenacilo generado a partir de los compuestos 7 y 12-19, el
segundo pico (tg = 15.2 min) resulto ser el isobutirato de p-bromofenacilo presente en las
mezclas obtenidas de los compuestos 811 y el tltimo pico (tg = 16.1 min) correspondio
al tiglato de p-bromofenacilo observado en las mezclas obtenidas de los compuestos 7-

15.

(28) Metilbutirato de p-bromofenacilo: Sélido amorfo blanco; [a]p +18.6 (¢ 1.0,
McOH); 'H NMR (CDC-I3, 300 MHz): & 7.78 (2H, d, /= 8.7 Hz, Ar), 7.64 (2H, d, J= 8.7
Hz. Ar), 5.29 (2H, s), 2.56 (1H, dq. J = 6.9, 6.9 Hz, H-2), 1.24 (3H, d. /= 6.9 Hz, 2Me),
0.98 (3H, t, J = 7.5 Hz, 3Me). Los datos fisicos y espectroscopicos corresponden a los

descritos para el (25)-metilbutirato de p-bromofenacilo (Ono et al., 1990b).
Isobutirato de p-bromofenacilo: Solido amorfo blanco; NMR '"H (CDCl;, 300 MHz): 8

7.78 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar), 7.63 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar), 5.29 (2H, s), 2.74 (1H, sept., J

= 6.9 Hz), 1.26 (3H, d, J=6.9 Hz, Me), 1.24 (3H, d, /= 6.9 Hz, Me).
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Tiglato de p-bromofenacilo: Solido amorfo blanco; NMR 'H (CDCl;, 300 MHz): 8§ 7.80
(2H, d, J= 8.7 Hz, Ar), 7.64 (2H, d, /= 8.7 Hz, Ar), 7.04 (1H, qq, J = 6.9, 1.5 Hz, H-3)

*

5.34 (2H. s), 1.9 (3H, m, 2Me), 1.84 (3H, dd, /= 6.9, 1.5 Hz, 3Me).

4.6.1.2.1. Preparacion de los ésteres de Mosher del nilato de p-bromofenacilo

A una solucion del nilato de p-bromofenacilo (0.5-1.6 mg) en diclorometano seco
se adicionaron 4-(dimetilamino) piridina (DMAP, 2 mg), diciclohexilcarbodiimida (DCC,
6 mg} y cloruro de (R)(-)-a-metoxi-a-trifluorometilfenilacetilo (MTPA-Cl, 4-8 mg).
Después de 12 horas de reposo se agregaron 5 mL de H,O y 10 mL de éter etilico y se
agito vigorosamente por 10 min (Dale y Mosher 1973; Ohtani ef al., 1991; Rieser et al.,
1992). La fase organica se trato en CLAP en una columna semipreparativa de SiQ, con
una fase movil de n-hexano-AcOEt (95:5) y un flujo de 2.5 mL/min para producir
0.3-1.3 mg del éster (S)-MTPA del nilato de p-bromofenacilo. El tratamiento con el (S)-
(+) MTPA-CI utilizando la metodologia descrita anteriormente produjo 0.3-1.2 mg del
correspondiente éster (R)-MTPA. Los compuestos 9, 10, 13, 14, 17 y 18 proporcionaron

el siguiente par de ésteres de Mosher diasteroisoméricos:

Ester (5)-MTPA del nilato de p-bromofenacilo (25, 35): Sélido cristalino blanco; [a]p
~8.8 (¢ 1.2, CHCl3); RMN 'H (CDCl, 300 MHz) & 5.47 (1H, dq, J = 7.2, 6.3 Hz, H-3),
527 (1H,d, J=16.2 Hz, CH,), 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= 6.3 Hz, 3Me), 1.31 (1H, d, J= 7.2 Hz, 2Me).
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Ester (R)-MTPA del nilato de p-bromofenacilo (25, 35): Solido cristalino blanco; [¢]lo
+8.8 (¢ 1.1, CHCl;) RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) 8 547 (1 H, d, J= 7.2, 6.6, H-3), 5.13
(1H, d, J=16.5, CH,), 5.04 (1H, d, J= 16.5, CH,), 2.93 (1H, dq, /= 7.2, 7.2, H-2), 1.44

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

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

diasteroisdmeros:

Ester (R)-MTPA del nilato de p-bromofenacilo (2R, 3R): Sélido cristalino blanco; [a]p
+7.0 (¢ 1.0, CHCl;), '"H-NMR (CDCls, 300 MHz) 8 5.47 (1 H, dq, J= 7.2, 6.3 Hz, H-3),
527 (1H, d, /= 16.2 Hz, CH,), 5.18 (1H. d, J= 16.2 Hz, CH,), 2.96 (1H, dq, /= 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(c 2.2, CHCI;) RMN 'H (CDCl5, 300 MHz) 8 547 (1 H, d, J= 7.2, 6.6 Hz, H-3), 5.13
(1H, d, J = 16.5 Hz, CHy), 5.04 (1H, d, /= 16.5 Hz, CH,), 2.93 (1H. dq, /= 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. Acetilacion de la orizabina VI1II (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 acetico.
La mezcla de reaccion se dejo en agjtacion continua a temperatura ambiente durante 24

horas. Posteriormente, el exceso de anhidrido acético se eliminé con 2 mL de H,O
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destilada y se agito durante 5 min, la mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 5 mL). La
fase orgdnica se trato con HCI 0.1 N (2 x 5 rﬁL), seguida de un tratamiento alcalino con
una solucién saturada de NaHCO; (2 x 5 mL) y por tltimo, se lavé con H,0 (2 x 5 mL),
se secd con Na;SO, anhidro y se concentré a sequedad bajo presion reducida. Esta
reaccion produjo el compuesto 21 (derivado peracetilado de la orizabina VIII), el cual se
purificé mediante CLAP (incis0 4.6.2.1)

El mismo procedimiento se hizo con las subfracciones E (61.5 mg) y F (82.1 mg)
para preparar sus derivados acetilados correspondientes, pero incrementando la cantidad
de piridina y anhidrido acético a 1 mL en cada uno. Las mezclas de reaccion fueron

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

4.6.2.1. Separacion de los compuestos 20-25 mediante CLAP.

Se hicieron pruebas en CLAP al nivel analitico para los derivados 20-25 y la
columna adecuada resulto ser la de gel de silice (uPorasil]‘M, 3.9 x 300 mm, 10 um,) con
las siguientes condiciones: fase mdvil, n-hexano-AcOFt (1:1), concentracion de la
muestra: 10 pg/mL. volumen de inyeccion: 20 pl. Al nivel preparativo: columna de gel de
silice (ISCO, 21.2 x 250 mm, 10 um), flujo: 6.0 mL/min, concentracion de la muestra: 20
mg/mL y volumen de inyeccion: 500 ul. De esta forma fueron purificados los peracetatos
20 (tg = 34.32 min. 15 mg), 21 (tg = 30 min, 12 mg). 22 (tg = 31.23 min, 1'3 mg), 23 (tg =
32.50 min, 14 mg), 24 (tx = 34.65 min, 11.5 mg) y 25 (tg = 36.45 min, 16 mg) cuyas

constantes espectroscopicas (RMN 'H y C) se incluyen en los cuadros 4, 5y 6
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4.7. Preparacion 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 extracto metandlico (convolvulina) se
sometieron a hidrolisis basica. Cada fraccion (10 mg) se traté con 3 mL de KOH (5 %)y
la mezcla de reaccion se dejo bajo reflujo (95 ° C) durante una hora. Se ajusto el pH a 4.0
con HC1 (4N) y se extrajo con éter etilico (2 x 5 mL). La fase acuosa se extrajo con -
butanol (2 x 5 mL) y el disolvente se elimin con ayuda de una bomba de alto vacio. Cada
fraccion (I-VII) proporciond una mezcla de acidos glicosidicos que fueron analizados por
cromatografia en placa, utilizando un sistema de elucion  constituido por
CHCl5;-MeOH-H,0 (6:4:1) (ver fig. 13).

La fraccion I (400 mg) se sometid al mismo tratamiento alcalino descrito
anteriormente, conservando las relaciones de volumenes de reactivo a utilizar, y se
obtuvieron 421.9 mg del producto de hidrélisis (G1). Este producto fue esterificado con
diazometano para posteriormente efectuar la separacion de los compuestos 2628

mediante cromatografia de liquidos (CLAP) (ver inciso 4.7.3.2.1.).

4.7.2. Hidrolisis acida de los ésteres purgicos A (26) y B (27).
De manera independiente, a 40 mg de 26 y 15 mg de 27 se les agregaron 10 mL de
HCI (4 N) y cada mezcla se calento bajo reflujo a 90 °C durante dos horas. La mezcla en

cada caso se diluyé con 5 mL de H,O y se extrajo con éter etilico (3 x 10 mL). La fase

acuosa se neutralizd con KOH (1 N) y se extrajo con #-BuOH (3 x 10 mL). Esta fase
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organica se lavo con H,O (2 x 5 mL) y el disolvente se evaporo al vacio para obtener una
mezcla de monosacéridos que fue analizada po.r CLAP (ver inciso 4.7.2.1.).

La fase organica de la primera extraccion (etérea) se disolvié en 10 mL de
cloroformo y se esterificé con un exceso de CH;N, (ver inciso 4.7.3.3.). La mezcla de
reaccion se concentro al vacio y se analizé mediante CLAP (ver inciso 4.7.3.3.1.). De esta
forma se lograron obtener los ésteres metilicos de los dcidos convolvulinico (31) y

jalapindlico (32) de 26 v 27, respectivamente.

4.7.2.1. Analisis de los carbohidratos presentes en 26 y 27 mediante CLAP.

Los extractos butanélicos obtenidos de las hidrolisis acidas de 26 y 27 (ver inciso
4.7.2.) fueron analizados en CLLAP en una columna para carbohidratos (Waters) (3.9 x
300 mm, [0 um) con las siguientes condiciones: fase mévil: CH;CN-H,0 (85:15), flujo:
I mL/min, concentracion de la muestra: 5 mg/mL y volumen de inyeccién: 20 pl. Para la
identificacion de los monosacaridos presentes. sc invectaron de manera independiente
diversos estandares de referencia y las mezclas de monosacaridos. Posteriormente, se
efectuaron coeluciones con los estandares que desarrollaron tiempos de retencién (tg)
similares a los detectados en la mezcla de hidrolisis. De esta forma, se identificaron: la L-
ramnosa (tg = 6.9 min), la D-quinovosa (tzx = 7.3 min), la D-fucosa (tx = 8.3 min) y la D-

glucosa (tg = 13.6 min).
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4.7.3. Reacciones de esterificacion.
4.7.3.1. Generacion del diazometano.

Para la generacién del diazometano, a una solucién de KOH (5 g en 7.5 mL de
agua). 25 mL de EtOH y 15 mL de éter, se adicionaron 30 mL de una solucién etérea de
N-metil-V-nitroso-O-toluensulfonamida (21.5 g). La mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion continua en bafio maria (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 adiciond un exceso de
la solucion etérea de diazometano para llevar a cabo la reaccién de esterificacion. La
adicion del diazometano se hizo hasta que ces6 el desprendimiento de N en el medio de
reaccion. Se obtuvieron 423.5 mg de la mezcla esterificada (G2) y la purificacién de

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

4.7.3.2.1. Separacién y purificacién de los derivados esterificados (26-28).

Las condiciones al nivel analitico que permitieron la separacion de los
componentes de la mezcla G2 fueron las siguientes: columna amino (NH,), fase movil:
CH;CN-H,0 (78:22). flujo: 0.5 ml./min, concentracion de la muestra: 10 pg/ml y
volumen de inyeccién: 20 uL. El escalamiento de las condiciones analiticas al nivel
preparativo permitié obtener cantidades suficientes de cada componente de la mezcla G2

para su caracterizacion.
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La muestra G2 se resolvio en tres picos mayoritarios que se colectaron para
posteriormente inyectarlos en las mismas condiciones y lograr su purificaciéon mediante la
técnica de reciclaje de muestra. Los compuestos aislados y purificados fueron los

siguientes:

Ester metilico del acido piirgico A (26) (32 mg. tz = 25.73 min): Sé6lido amorfo blanco;
p.f. 152-154 °C: [ap —77 (¢ 1. MecOH): RMN 'H y "’C (ver cuadros 16, 17 y 18); FAB-
MS (modo negativo) m/z: 1165 [M - H]", 1019 [M - H - CeHi0O4], 857 [1019 —
CeHioOs], 711 [857 — CgHy4O4]7, 565 [711 — CeHy904] . 403 [565 — CH40s]7, 257 [403

- C¢H1004] .

Ester metilico del acido purgico B (27) (30 mg. tg = 23.38 min): Sotido amorfo blanco,
p.f. 145-148 °C; [op -29 (¢ 1, MeOH): RMN 'H y 13C (ver cuadros 16, 17 vy 18). FAB-
MS (modo negativo) m/z: 1193 [M - H]", 1047 [M ~ H - C¢H,,04]7, 901 [1047 —
CeH 1004} . 739 [901 — CeH6Os] ™, 593 [739 — CH,,0,]7, 431 [593 - C¢H 0417, 285 [431

- CH 04l

Eter monometilico del éster metilico del acido puirgico A (28) (30 mg, ty = 18.8 min):
Sélido amorfo blanco; p.f. 117-120 °C: RMN 'H y "C (ver cuadros 19 y 20); FAB-MS
modo negativo m/z: 1179 [M - H]-, 857 [M - H - C(,H|005 - C(,H|DO4 - CHZ]_, 565 [857

~ CeH 304 - CeH10O,) .
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4.7.3.3. Esterificacion de los icidos jalapinélico y convolvulinico.

Una muestra de 5 mg del acido convolvulinico obtenido de 27 y 10 mg de 4cido
jalapinélico de 28 se disolvieron en 5 mL de éter etilico y a cada solucion se adicioné un
exceso de CH,N,. Las mezclas fueron analizadas mediante CLAP (ver inciso 4.7.3.3.1.} ¥

se obtuvieron los derivados 31 y 32 a partir de 28 y 27, respectivamente.

metilo.

Los compuestos 31 y 32 se purificaron en una columna de SiO, preparativa (ISCO,
212 x 250 mm, 10 pm); fase movil: n-hexano-cloroformo-acetona (6:3:1), flujo: 6
mL/min ¢ inyeccién: 500pL. Se obtuvieron 2 mg de 31 (tg = 16.4 min) y 4 mg de 32 (tr =

15 min).

Ester metilico del acido convolvulinico (31): Sélido blanco; p.f27-29°C; [alp +1.5 (¢
2.0, CHCIl;) RMN 'H (300 MHz, CDCl3;, TMS) 8 0.93 (t, J = 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 (5, CO:CHy). -

Ester metilico del acido jalapinolico (32): Solido blanco; p.f. 46-47 °C; [aJp +1.0 (c

2.0, CHC1;) RMN 'H (300 Milz, CDCly, TMS) 8 0.89 (t, J = 6.9 Hz, Me-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 (5, ~CO,CHy).
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4.7.4. Reacciones de acetilacién de 27 y 28.

De manera independiente 19 mg de 26 y 25 mg de 27 se disolvieron en 0.5 mL de
piridina y 0.5 mL de anhidrido acético. Cada mezcla de reaccion se dejo en agitacion a
temperatura ambiente durante 24 horas. Se adicionaron 2 mL de H,O destilada y se
extrajo con AcOEt (5 mL) dos veces. La fase organica se lavé con HCI (0.1 N) (2 x 5
mL), posteriormente con una solucién saturada de NaHCO; (2 x § mL) y por ultimo, con
H>O (2 x 5 mL). Se secd con Na,SO; anhidro y se concentrd a a presion reducida. Esta
reaccion produjo los compuestos 29 y 30, de 26 y 27 respectivamente, que fueron

purificados mediante CLAP (ver inciso 4.7.4.1.).

4.7.4.1. Purificacién de 29 y 30,

La purificacion al nivel preparativo de los derivados 29 y 30 se hizo con el sistema
cromatografico descrito anteriormente (ver inciso 4.6.2.1.) a excepcion de la fase movil
utilizada y que correspondié al sistema binario de CHCl;-Me,CO (9:1). De esta forma, se
purificaron 29 (tx = 17.6 min, 26 mg) y 30 (tx = 29.86 min, 28.3 mg). cuyas constantes

espectroscopicas de RMN 'H y PC se presentan en los cuadros 16, 17 y 18.

4.7.5. Reacciones de sililacion.

De manera independiente 3 mg de 31 y 1 mg de 32 se hicieron reaccionar con 0.2
mL del reactivo SIGMA SIL-A, una mezcla de trimetilclorosilano-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 espectrometria de masas (EI-MS). La temperatura en la columna fue
de 100 ° C durante el primer minuto y se progfamé para alcanzar 250 °C a una velocidad
de 10 °C/min. El compuesto 33 mostré el patron de fragmentacion; 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
espectro de masas del derivado 34 presentd los siguientes picos: 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 independiente 31 (0.8 mg) y 32 (2.0 mg) se disolvieron en 0.5 mL de
CH,Cl, seco, se¢ adicionaron 4 mg del reactivo (R)-MTPA-Cl, 2 mg de DDC
(diciclohexilcarbodiimida) y 5 mg de DMAP (dimetilaminopiridina). Cada reaccion se
dejé reposar a temperatura ambiente durante 24 horas. A cada mezcla se adiciond 5 mL
de agua y se dejo en ag{tacién 10 minutos. Se efectuaron extracciones de las mezclas con
éter (3 x 5 mL). El disolvente se eliminé y los productos de reaccion se purificaron
mediante cromatografia en placa utilizando n-hexano-AcOEt (9:1) como sistema de
elucion. El mismo procedimiento se usé para preparar y purificar el derivado
diasteroisomérico con el (§)-MTPA-CI para el jalapinolato de metilo (32} y el derivado
(R)-MTPA del convolvulinato de metilo (a partir de 31). Se logrd 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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($)-MTPA de 31 (convolvulinico): Solido cristalino blanco; RMN 'H (CDCls, 500 MHz)
6 0.85 (3H, t, J= 7.3 Hz, 14Me), 2.29 (2H, t, J=175 Hz, 2CH,), 3.55 3H, q, /= 1.2 Hz

>

OMe), 3.66 (3H, s, COOMe), 5.09 (1H, 1, J=5.3, 7.0 Hz, H-11).

(R)-MTPA de 32 (jalapinélico): Solido cristalino blanco; RMN 'H (CDCls, 500 MHz) §
0.88 (3H, t, J = 6.9 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, /= 5.5, 6.7 Hz, H-11).
(8)-MTPA de 32 (jalapinélico): Solido cristalino blanco; RMN 'H (CDCl;, 500 MHz) &

(.84 (3H. t. /= 6.9 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, /= 5.5, 6.7 Hz. H-11).
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4.8. Prueba de citotoxicidad.

Las lineas celulares derivadas de tumores humanos usadas para estas evaluaciones
fueron: cancer cérvico uterino (UISO-SQC-1), carcinoma nasofaringeo (KB), cancer de
atero (OVCAR) y cancer de colon (HCT-15). De acuerdo a la técnicas descritas en la
literatura (Likhiywitayawuid et al., 1993; Suffness y Pezzuto, 1991), las células se
mantuvieron en medio RMPI 1640 (10X) complementado con suero 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 atmosfera humidificada al 5 % de CO,. Este ensayo se
efectud por dos métodos:

i) Evaluacion en tubo de ensayo. Por triplicado, se adicionaron 2.85 mL de la
suspension cefular (25,000 cel/mL) a los tubos de ensayo que previamente
contienian 0.15 mL de la muestra de prueba disuelta en DMSO en diferentes
concentraciones (20, 4 y 2 pg/mL). Se prepararon tubos control conteniendo
tinicamente 1a suspension celular.

i) Evaluacion en microplacas de plastico. Se usaron microplacas de 96 cavidades con
capacidad para 1.7 mL con 190 ul. de suspensién celular (25,000 cel/mL) y 10 pL
de la muestra disuelta en DMSO en diferentes concentraciones (20, 4.0, 0.8 y 0.16

ng/mL). De la misma forma, se preparé un control con suspension celular.
’
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La concentracion cclular se determiné mediante la cuantificacion de las proteinas
totales (Lowry ef al., 1951) en la evaluacion en tubo y mediante el método de tincion con
la sulforodamina B (Skehan, ef al., 1990) en la evaluacion en microplacas. Los resultados
se expresaron como la concentracion que inhibio el 50 % del crecimiento del control
después del periodo de incubacion (CEsy). Los valores fueron estimados a partir de una
grafica semilogaritmica de la concentracion del glicolipido (pg/ml) contra el porciento de
c¢lulas viables y de acuerdo con los procedimientos establecidos por ¢! NCI (National
Cancer Institute, EE. UU; Geran et al., 1972), se considerd como un criterio de actividad
aquellos valores que presentaron una concentracion efectiva media (CEsy) menor de 20
pg/mi para los extractos y de 4 pg/mL para los compuestos puros (Suffness y Pezuto,

1991).

50



5. Resultados y discusiones

5.1. Estudio fitoquimico de la raiz de Ipomoea orizabensis (Ipomoea tyrianthinae).

Un estudio preliminar de las resinas de /. tyrianthinae (I. orizabensis) (Sosa-
Vasquez, 1993) demostré que los glicolipidos de esta resina presentan el mismo nucleo
oligosacarido que se encuentra en la jalapina de I stans (Enriquez ef al, 1992) ¥
Convolvulus scammonia (Noda et al, 1990), el dacido (115) 11-0-6-deoxi-p-D-
glucopiranosil-(1 —»4)-0-6-deoxi-a-L-manopiranosil-(1 —2)-0-B-D-glucopiranosil-
(1-»2)-6-deoxi-B-D-glucopiranésido hidroxihexadecanoico (4cido escamonico A, fig. 5),
por lo que el presente estudio quimico de esta raiz se enfocé a la separacion de los
glicolipidos presentes en la mezcla de resinas glicosidicas que constituyen la jalapina. La
elucidacion estructural se hizo mediante técnicas de RMN multinuclear para el
establecimiento del sitio de lactonizacion de la aglicona en el nucleo oligosacérido y la

. posicion de esterificacion para los diferentes acidos de bajo peso molecular: 4cidos 2-
metilbutanoico (mb), 2-metilpropanoico (isobutirico, ib), 3-hidroxi-2-metilbutanoico
(nilico, nl) y 2(E)-metilbutanoico (tiglico, tg).

Una vez efectuado el fraccionamiento inicial de la jalapina por cromatografia en
columna (Si0,) (Sosa Vasquez, 1992), se iniciaron las primeras pruebas de separacion en
cromatografia liquida de aita presion en fase normal (Si0,) y en fase inversa (Cyg) con la
fraccion primaria FPJ. La cromatografia en placa de esta fraccion demostrd dos
componentes visibles al UV y por tal, razon las primeras pruebas de separacion 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 adecuada§ para la separacion de los constituyentes
presentes en las jalapinas de otras convolvulaceas incluyen el uso de columnas de fase
normal con soporte de gel de silice (Noda et al., 1987). La inyeccién de una muestra
disuelta en alcohol isopropilico en una columna analitica (SiO,) demostrd una escasa
afinidad de la fase estacionaria por los compuestos presentes en la mezcla. Fsta prueba en
una columna de fase inversa (Cg) resultd en una alternativa para la resolucion de la
muestra problema, ya que condiciones instrumentales andlogas han sido utilizadas con
éxito (Kogetsu er al., 1991). De esta forma, en una columna analitica C;; se iniciaron una
serie de evaluaciones para establecer la composicion de la fase movil (MeOH-H,0) que
permitiera una separacion inicial de los componentes de la mezcla. Asi se encontro que el
sistema binario seleccionado en una proporcion de 92:8 permitio el fraccionamiento en
dos grupos principales: subfraciones E (tz=79.9 min) y F (tz=105 min), junto con cuatro
minoritarias {A-D). Para optimizar la resolucion de las subfracciones mayoritarias se
incremento la proporcidn de agua hasta 14% provocando una mejor separacion de la

mezcla (fig. 14).
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Figura 14. Andlisis mediante CLAP de la fraccion primaria de la jalapina (FPJ) de
Ipomoea orizabensis. Condiciones: columna Cig (3.9 x 300 mm, 10 pm), fase movil:
MeOH-H,0 (92:8) (Superior) y (86:14) (Inferior), flujo: 0.2 mL/min, detector: UV (254
nm) ¢ inyeccién: 20 pL (4.3 mg/110 plL).

33




Con el propésito de disminuir los tiempos de retencion obtenidos con el sistema
MeOH-H,O se optd por un cambio en la fase movil a la mezcla binaria constituida por

CH3;CN-H,0 (4:1) para generar ¢l perfil cromatogréafico mostrado en la figura 15.
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Figura 15. Resolucion de la fraccion primaria (FPJ) mediante CLAP. Condiciones:
columna Cyg (3.9 x 300 mm, 10 pm), fase movil: CH:CN-H,O (80:20), flujo: 0.5
“mL/min, inyeccion: 20 pl (6.2 mg/200 ul) v detector: UV (254 nm).

Con el incremento en la proporcion del disolvente aprotico (CH;CN), los tiempos
de retencion disminuyeron aproximadamente 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 refraccion y la fase movil compuesta por
CH;CN-H,0 (88:12).

El fraccionamiento de FPJ en columna Cyq al nivel preparativo mediante la técnica
de corte de nucleo se efectuo pz'ira reunir cantidades suficientes de las subfracciones A (tp

= & min), B (tg = 11 min), C (tg = 14 min), D (tx = 17 min), E (tg = 24 min) y F (tz = 30
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min). Se inyectaron cada una de éstas subfracciones de manera independiente utilizando

la técnica de reciclaje de muestra (Bah y Pereda-Miranda 1996; Kubo y Nakatsu, 1990).
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_Figura 16. Cromatograma de la fraccion primaria (FPJ) al nivel preparativo.
Condiciones: columna Cjg (21.2 x 30 mm, 10um), fase movil; CH;CN-H,0 (88:12),
flujo: 8 mL/min; inyeccion, 500 pL (100 mg/mL) y detector: indice de refraccion.

5.1.1. Sep.;lraci()n de Ias escamoninas [ (1) y II (2) y las orizabinas V-VIII (1-6).

Los tiempos de retencién cortos de las subfracciones A-D (tg<18 min) en el
sistema cromatografico de fase inversa (Cg) no resultaron adecuados para la reinyeccidn
de las muestras en el modo de recirculacion de muestra y asi lograr la separacion de sus
constituyentes debido a la sobreposicion 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
en la separacion de las tricolorinas A-J (Baﬁ. 1997) representd una alternativa que se
ensayd al nivel analitico y resultd adecuada al nivel preparativo con las siguientes
condiciones: columna NH, (19 x 250 mm, 10um), fase maovil: CH;CN-H,0 (92:8), flujo:
4 mL/min ¢ inyeccion: 500 pl (40 mg/mL). El reciclaje de las muestras (A-D) permitio

la purificacion de los compuestos 1-6 (fig. 17).
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Figura 17. Cromatograma de la subfraccion C. Aplicacion del reciclaje de la muestra
para la purificacion de la orizabina V (3). Condiciones: columna NH; (19 x 250 mm, 10
um). fase movil: CH;CN-H,0 (92:8), flujo: 4 mL/min e inyeccion: 500 pL (40 mg/mlL).
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5.1.2. Separacion de las orizabinas IX-XXI (7-19).

Las condiciones cromatograficas usadasl en la separacion de los oligosacaridos 1-6,
no fueron adecuadas para resolver los componentes de las subfracciones E y F debido a
que estas mezclas presentaban una polaridad menor y probablemente también una mayor
complejidad. La retencién en la columna NH, fue muy pobre, incluso la recirculacion de
la muestra no provocé una mejoria en la resolucion de las mezclas.

La separacion en columna Cg de las subfracciones E y F résult() satisfactoria (fig.
18) con el empleo de un sistema ternario constituido por CH;CN-MeOH-H,0 (50:34:16)
como fase movil. Sin embargo, los tiempos de retencion resultaron demasiado largos y se
presenté el inconveniente de manejar un sistema mévil de tres componentes que dificultd

la recuperacion y reciclaje de los disolventes.

A

51.3 min

40,00 45,00 34.00 55.00 60,00 65.00 J0.00 75.00

Minutes

Figura 18. Cromatograma de la subfraccién F. Condiciones: columna Cyg (3.9 x 300 mm,
10 pum); fase movil: CH;CN-MeOH-H,0 (50:34:16), flujo: 0.2 mL/min, inyeccion: 20pL
(1.2 mg/180 pL) y detector: UV (254 nm).
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Ante los resultados poco halagadores en las pruebas de separacién de las
subfracciones E y 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 normal. La elucidacion estructural de
los mismos se discutird posteriormente. El ¢xito obtenido en la separacién de los
derivados peracetilados permitié proponer la hipétesis de la probable existencia de pares
de compuestos diasteroisoméricos donde la diferencia estructural se encontraria en la
configuracion absoluta de los grupos que esterifican el niicleo oligosacarido. Esta
postulacion habia sido propuesta con anterioridad para los tetrasacdridos constituyentes de
la jalapina de [pomoea stans (Reynolds et al., 1992). Sin embargo, en aquella ocasién no
se realizo ningun experimento que permitiera demostrar esta observacidn. También se
demostrd mediante los derivados peracetilados que la subfraccién E se encontraba
constituida esencialmente por la escamonina I (1).

Como intento adicional para lograr la separacion de los componentes de la
subfraccidn F se inyectaron 8 mg de la misma en una columna NH, preparativa con una
fase movil de CH3;CN-H,0 (95:5) utilizando el modo de reciclaje de la muestra. En la
figura 19 se ilustra el perfil cromatogréfico que permitié un fraccionamiento primario de

esta subfraccion.
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Figura 19. Cromatograma de la subfraccion F, utilizando la técnica de reciclaje de
muestra. Condiciones: columna Cuip (19 x 150 mm, 10 pm), fase mévil: CH;CN-H,0
(95:5), flujo: 4 mL/min, inyeccion: S00uL (16 mg/mL) y detector: indice de refraccion.

En este proceso de separacion cada uno de los picos colectados debia ser inyectado
para lograr su purificacion. Este procedimiento complicaba el proceso de separacion vy,
por lo tanto, se¢ intentd obtener subfracciones de menor complejidad a partir de la
subfraccion F con un soporte que proporcionara una mayor resolucion (Cig SpherisorbR )
que la obtenida con la columna ISCO. De esta manera, el perfil obtenido con el cambio de

soporte cromatografico mostro cuatro componentes que se designaron con los nimeros

-1V (fig. 20).
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Figura 20. Cromatograma correspondiente a la resolucion de la subfraccion F mediante
el empleo de una columna C; SpherisorbR (Waters), fase movil: CH;CN-H,0 (88:12),
flujo: 8 mL/min ¢ inyeccién: 40 mg/500 L.

Las pruebas para lograr la separacion de los componentes de las subfracciones I (tg
= 23.83 min), II (tg = 28.9 min y IV (tg = 33.4 min) se hicieron en la misma columna
usada para la obtencién de las orizabinas V-VIII (3—6), con un sistema de elucién
constituido por CH;CN-H,0 (92:8). En la figura 21 se presenta el perfil cromatografico
obtenido durante la resolucion de la fraccion T mediante la aplicacion de la técnica de
reciclaje de muestra. De esta forma, se logré la obtencion de la orizabina IX (7, tg= 25
min) y la resolucion del pico con un tg= 30 min en dos subfracciones adicionales (tr =
182 min y tg = 195 min) después de siete ciclos. El reciclaje en las mismas condiciones de
cada una de ¢stas permitié la purificacion de la orizabinas X y XI (8 y 9) a partir del pico
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de menor polaridad y de las orizabinas XII-XIII (10-11) a partir del segundo. La figura
22 ilustra la resolucion de la primera subfraccion al nivel analitico y la aplicacion
conjunta de las técnicas de corte de nucleo y reciclaje de muestra para garantizar la
purificacién de las orizabinas X (8) y XI (9). La aplicacion de estos procedimientos
cromatograficos en la resolucion de las subfracciones III y IV permitid la obtencion 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 purificaciéon de las orizabinas
[X-XIII (7-11). Condiciones: columna Cy (19 x 150 mm, 10 um), modo: recirclaje de
muestra, fase movil: 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 niicleo y reciclaje de muestra. Condiciones:
columna Cyyz (3.9 x 300 mm, 10 pm), fase moévil: CH;CN-H,O (92:8), flujo: 0.5
mL/min e inyeccion: 20 pL. (1 mg/100 ul.).
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5.1.3. Elucidacién estructural de las orizabinas V--VIII (3—6).

Las constantes espectroscopicas (RMN 'H y ¥C) y espectrométricas (FAB-MS)
registradas para los compuestos 1 y 2 demostraron que estos productos correspondian a
las escamoninas I y II que habian sido aisladas de la jalapina de Convolvulus scammonia
(Noda et al., 1990). Debido a que todos los compuestos presentes en la jalapina de /.
orizabensis (fig. 23) poseen el 4cido escaménico A como el nicleo oligosacarido (Sosa-
Vasquez, 1993), la elucidacion estructural de cada uno de los constituyentes individuales
obtenidos a partir de las mezclas de glicolipidos (FPJ) de esta planta se hizo mediante la
comparacion de sus constantes espectrométricas y espectroscopicas con las descritas para
el 4cido escamonico A y la escamonina I1 (2).

Los espectros de masas FAB (modo negativo) de las orizabinas V-VIII (3-6)
permitieron calcular la misma férmula molecular para estos glicolipidos (CsoHgsO122), ya
que todos mostraron un mismo ion pseudomolecular de m/z 1037 (M - HJ. Estos
compuestos diasterecoisoméricos mostraron un peso molecular de 100 Daltons mayor que
el correspondiente a la escamonina II (2) y que evidencio la presencia de un residuo
niloilo adicional (Bah y Pereda-Miranda, 1996). También, en los respectivos espectros se
observaron los picos comunes de fragmentacion provocadas por las rupturas de los
enlaces glicosidicos (Dell, 1987) y que son similares a los generados por el acido
escamonico A (fig. 24). La figura 25 ilustra el espectro de masas FAB de la orizabina VIII
(6) donde se ilustran las principales fragmentaciones que sufre la molécula y la ubicacion
del sitio de lactonizacion del nucleo oligosacérido con la aglicona en la unidad de hexosa.

Esto se observé por la diferencia de 18 Daltons (—H,0) entre el fragmento de m/z 579 del
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acido escamonico A y el detectado en el compuesto 6 de m/z 561. Los iones m/z de 993,
847 y 617 contribuyeron a la identificacion ael grupo niloilo en las orizabinas V—VIII
(3-6) al representar las perdidas de 44 Daltons (m - C,H,0) desde los iones de m/z 1037
[M - HJ", 891 y661.

Los compuestos 3-5 presentaron un patrén de fragmentacion similar entre si y
analogo al descrito para las orizabinas I-IV (Noda et al., 1987) y la escamonina II (Noda
et al., 1990), de tal suerte que las diferencias estructurales entre las orizabinas V—VIII
(3-6) deberian corresponder a las posiciones de esterificacién para la aglicona (jal), el 2-

metilbutanoilo (mb) y el niloilo (nl) en el nicleo oligosacarido.
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nl = 2-metil-3-hidroxibutanoilo (niloilo), mb = 2-metilbutanoilo y tg = 2(£)-metilbutenoilo
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_Figura 23. Compuestos aislados de las subfracciones de mayor polaridad (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 fragment#cion propuesto para los tetrasacaridos lineales de las
convolvulaceas.
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de fragmentacion 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-VIH (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 de RMN 'H (fig. 26) las
siguientes caracteristicas comunes a la escamonina 11 (2):

a) Un par de sefiales entre & 2.4-2.9 correspondientes a los dos protones no equivalentes
del grupo metileno en posicion alfa al grupo carboxilo de la aglicona. De esta manera,
s¢ evidencid la naturaleza macrolactdnica para todos los compuestos.

b) La sefial que demuestra la presencia del residuo mb, el protéon H-2 centrado en & 2.3—
2.5 (Bah y Pereda-Miranda, 1996).

Los compuestos 3-5, al igual que en la escamonina I1 (2), presentaron un mismo
patron entre & 5.0-6.8, por lo que, los hidroxilos de las posiciones C-2 y C-3 de la
ramnosa se¢ deben encontrar acilados como en el compuesto de referencia (2). Por otra
parte, mientras que los desplazamientos de los nucleos de 'H y ">C de la posicién C-2 de
la ramnosa resultan similares a los de la escamonina II (2) (8y 6.14-6.27 y 8¢ 69.5-70)
son diferentes a los registrados para la orizabina VIII (6) (A8y; 0.44-0.57, AS¢ 2.88-3.40
ppm) donde la lactonizacion ocurre en la posicion C-3 de la glucosa. Esta propuesta se
dedujo a partir del desplazamiento hacia campo bajo observado para H-3 (A8y; 1.5 ppm)
de la glucosa en 6 con respecto a la misma sefal de los glicolipidos restantes 3-5. Los
desplazamientos paramagnéticos de las sefiales del C—6 (3 ca 64), con respecto a los
observados en los compuestos 1-3 (5ca 63), de la unidad de glucosa para los compuestos

4-6 (cuadro 3) dio una evidencia de la esterificacion en esa posicion.
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La confirmacién de los sitios de lactonizacion con la aglicona y la localizacion de
las dos posiciones de esterificacion en el nucleo oligosacérido para las orizabinas V-VIII
(3—-6) se hicieron mediante la secuencia de pulsos HMBC que permitié detectar las
conectividades 'H-""C a dos y tres enlaces (*?Jca) (Agrawal, 1992; Agrawal y Pathak,
1996; Bah y Pereda-Miranda, 1996). La figura 27 ilustra la asignacion que se hizo para
las resonancias de los carbonos carboxilicos de la aglicona (& 172.3) del niloilo
(8 175.3) y del 2-metilbutanoilo (8 176.04) en la orizabina VIII (6) a partir de sus
acoplamientos 2Je.u con los hidrégenos del metileno de la aglicona (H-2, 5 2.86 y 2.36) y
los protones H-2 de cada uno de los ésteres, es decir, la sefial séxtuple para el

2—metilbutanoilo en & 2.5 y la sefial quintuple observada para el isdmero treo del niloilo

en 8 2.79 (Massiot et al., 1992).

69




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 orizabinas V-VIII (3-6)".

2b  2.58ddd (15.0,10.5,2.5)

2.48 ddd (15.0, 10.0, 3.0

2.55ddd (15.0,9.5,2.5)

Proton’ 3 4 5 6
Qui-1 4984d(7.5) 493d(7.7) 5.02d(8.0) 4.73d(8.0)
2 4.29 dd (9.0, 7.3) 4.24 dd (9.0,7.7) 4.32 dd (9.0, 8.0) 4.39dd (9.0, 8.0)
3 4.10 dd (9.0, 9.0) 4.11dd (9.0,9.0) 4.18 dd (9.0, 9.0) 4.26 dd (9.0, 9.0)
4 3.55dd (9.0,9.0) 3.54 dd (9.0, 9.0) 3.62dd (9.0, 5.0) 3.55dd (9.0,9.0)
5 3.67-3.80* 3.63-3.70* 3.68-3.78* 3.60m
6 1.58 d (6.3) 1.58d (6.0) 1.58 d (6.0) 1.52d(5.5)
Glu-1  5.92d(7.5) 5.84 d (7.4) 5.91d(7.0) 5.85d(7.5)
2 4.24 dd (9.0, 7.5) 4,12 dd (9.0, 7.4) 4,18 dd (9.0, 7.0) 4.10dd (9.0, 7.5)
3 4.30dd (9.0,9.0) 4.16 dd (9.0, 9.0} 4724 dd (9.0,9.0) 5.71dd (9.0,9.0)
4 4.08dd (9.0, 8.5) 3.83 dd (10.0, 9.0) 392dd (9.0,9.0) 4.17dd (9.5, 9.0)
5 3.87ddd (8.5, 6.5, 3.0) 3.92dd (10.0, 6.8, 2.0) 3.96-4.1* 3.93ddd (9.5, 6.0, 2.5)
6 4.42dd (11.5, 3.0) 4.59dd (12.0,6.8) 498-5.03* 4.80dd (11.7,2.5)
6 4.24dd (11.5,6.5) 4.85-4.93* 460dd (11.5,6.5) 4.71-4.76*
Ram-1  6.34* 6.19d (1.0) 624 d (1.5) 5.45d(1.5)
2 6.27dd (3.0, 1.5) 6.14dd (3.0, 1.0) 6.18dd (3.0, 1.5) 5.70dd (3.5, 1.5)
3 6.41dd (9.5, 3.0) 6.33dd (10.0,3.0) 6.40dd (10.0, 3.0) 4.62dd (9.5,13.5)
4 429 dd (9.5.9.3) 4.29dd (10.0,9.8) 4.36dd (10.0,9.5) 4.22dd (9.5,9.5)
5 4.80 dq (9.5, 6.5) 4.77dq (9.8, 6.0) 4.85dq(9.5,6.5) 4.71-4.76*
6 1.59d (6.5) 1.57d (6.0) 1.64 d (6.5) 1.88 d (6.5)
Qui-1  4.99d(7.5) 494d(7.8) 5.0 d (8.0) 5.34d (8.0)
2 3.86 dd (8.0, 7.5) 3.80 dd (8.9, 7.8) 3.7 dd (9.0, 8.0) 3.96 dd (9.0, 8.0)
3 4.12dd (9.0, 8.0) 4.01 dd (8.9, 8.7) 4.08 dd (9.0, 8.5) 4.05dd (9.0, 9.0)
4 5.30dd (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 1.42d (6.0) 1.51% 1.60 d (6.0) 1.55d (5.5)
Jal-2a 2.82ddd (15.0,7.5,3.0) 2.71ddd (15.0,8.0,3.0 277 ddd (15.0, 8.5, 3.0) 2.80-2.86*

2.36 ddd (17.8, 10.0, 2.0)

1 3.68-3.94* 3.85-3.88 m 4.18-4.22* 3.82m

16 0.851t(7.0) 0.89 t(7.0) 0.87t(7.0) 0.82 t (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) 1.07d (7.0) 1.15 d (7.0) 1.18 d (7.5)
3Me  0.991(7.5) 0.79 t(7.0) 0.97t(7.5) 0.88 £(7.5)
nl2  2.89dq(7.0,7.0) 2.77 dq (7.0, 7.0) 2.84 dq (7.0, 6.5) 2.79 dq (7.0, 7.0)

3 4.37 dq (7.0, 7.0) 4.28-4.32% 4.30-4.40* 4.33 dq (7.0,7.0)
2Me  1.34d(7.0) 1.22d (7.0) 1.31d(7.0) 1274(7.5)
3-Me  1.44d(6.5) 129 d (6.0) 1.36 d (6.0) 1.34 d (6.0)

*Datos registrados a 500 MHz en C5DsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacion al
TMS. Los acoplamientos (/) se encuentran en paréntesis y estan expresados en Hz.
* indican sefiales sobrepuestas.

bAbreviaciones; s = sefial simple d = sefial doble, t = sefial triple, q = sefial cuadruple, m = sefial miltiple
Las asignaciones se basaron en los experimentos 'H-'H COSY y TOCSY

Qui = quinovosa, Glu

metilbutanoilo; nl = 3-hidroxi-2-metilbutanoilo.

glucosa, Ram = ramnosa, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo, mb = 2-
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Cuadro 3. Desplazamientos quimicos en la RMN "C de las escamoninas I (D, I2)y
orizabinas V-VIII (3-6)".

Carbon’ 1 2 3 4 5 6
Qui-1 101.1 101.02 101.2 100.95 100.92 102.28
2 77.33 77.26 77.30 79.00 78.62 76.51
3 78.32 78.03 78.31 78.58 78.87 . 78.84
4 77.24 77.15 77.21 77.41 77.30 77.07
5 72.50 72.51 72.50 73.08 7293 72,48
6 18.52 18.44 18.52 18.74 18.56 18.41
Glu-1 101.69 101.58 101.69 101.21 100.92 99 .84
2 79.27 79.23 79.27 77.41 79.30 80.55
3 79.29 79.10 79.20 7741 77.30 78.96
4 72.59 72.44 72.59 72.43 72.38 70.21
5 77.52 77.50 77.48 75.02 74.90 73.93
6 63.22 63.11 63.21 64.96 64.66 64.22
Ram-1 96.22 %96.17 96.21 96.59 96.43 99.23
2 69.52 69.49 69.52 70.01 70.04 72.92
3 71.24 71.29 71.24 71.53 71.46 69.67
4 79.03 78.94 79.05 78.81 78.44 8431
5 68.66 68.75 68.66 683.97 68.84 68.01
6 18.52 18.44 18.52 18.74 18.56 18.66
Qui'-1 105.23 105.31 105.20 105.55 105.35 105.93
2 75.18 75.00 74.99 75.20 75.08 76.08
3 75.39 78.28 7536 78.23 78.10 78.05
4 76.93 76.59 76.62 76.80 76.65 76.51
5 70.47 72.86 70.35 72.65 72.50 73.09
6 18.00 18.44 17.97 18.74 18.56 18.41
Jal-1 173.26 173.37 173.26 173.58 173.42 172.29
2 34.55 3442 34.52 34.65 34.46 34.31
11 79.29 79.23 79.27 79.40 79.30 80.32
16 14.28 14.20 14.28 14.52 1431 14.16
mb-1| 175.32 175.37 175.32 175.77 175.43 176.04
2 41.16 41.04 41.13 41.24 41.10 41.20
2-Me 17.08 16.97 17.05 17.20 16.96 16.96
3-Me 11.79 11.67 11.79 11.91 11.70 11.57
nl-1 174 .98 175.60 17541 175.29
2 48.60 48.72 48.76 48.56
3 69.52 69.23 69.06 69.06
2-Me 13.20 13.63 13.33 13.24
3-Me 21.05 21.10 2092 20.81
tg-1 167.51
2 129.10
3 137.52
2-Me 12.25
3-Me 25.35

"Datos registrados a 125 MHz en C5Ds5N. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm relativos al

TMS.
Todas las asignaciones estan basadas en los experimentos HMQC.

*Abreviaciones: Glu = giucosa, Qui = quinovosa, Ram = ramnosa, Jal = 11-hidroxi-hexadecanoilo, mb =
2-metilbutanoilo; nl = 3-hidroxi-2metilbutanoilo, tg = 2(£)-metil-2-butenoilo.
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Figura 27. Seccién del espectro de HMBC de la orizabina VIII (6) utilizado para la
asignacion de los carbonos carboxilicos (jal, mb y nl) a través de las correlaciones Jegen
las unidades que esterifican el nucleo oligosacarido. Correlaciones: 1; H,mb-Cymb, 2;
H,nl-Cnl y 3; Hpjal-C jal. Abreviaciones: Jal = jalapinoilo, mb = 2-metilbutanoilo, nl =
niloilo.

Posteriormente, los sitios de esterificacion se dedujeron a partir de las
correlaciones “Jy.c entre los carbonos C—1 del carboxilo de cada uno de los ésteres (jal,
mb y nl) con las sefiales protonicas geminales a estos grupos. La figura 28 ilustra estas
conectividades para la orizabina VIII (6) en donde la interaccion 3Ji.c entre el H-3 de la
glucosa (8 5.71) con el C-1 de la aglicona (8 172.29) permitié identificar el sitio de
lactonizacion en la posicion C-3 de la glucosa, la segunda unidad sacdrida. Lo anterior
representa una caracteristica estructural dnica entre todos los derivados del 4cido

escaménico A que presentan el C-3 de la ramnosa como sitio de esterificacién comin con

la aglicona (Enriquez et al., 1992; Kogetsu ef al., 1991; Reynolds et al., 1995).
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Figura 28. Seccion del espectro HMBC de la orizabina VIII (6) utilizado para la
asignacion de los carbonos carboxilicos (jal. mb y nl) a través de las correlaciones *Jo g
con los protones del ntcleo oligosacdrido. Conectividades: 1. Hgglu-Cynl, 2;
Hyram-Cymb y 3; Hjglu-Cjal. Abreviaciones: glu = glucosa, ram = ramnosa, mb =
2—-metilbutanoilo, nl = niloilo y jal = jalapinoilo.

El mismo procedimiento se us6 para la asignacion de los carbonos carboxilicos de
los ésteres en los compuestos restantes (3—5) y para la determinacion de los sitios de
esterificacion del jalapinoilo, 2—metilbutanoilo y niloilo (Bah y Pereda-Miranda, 1996).

A fin de sustentar la estructura propuesta para la orizabina VIII (6) y debido a que
las seftales H-2 de la ramnosa y H-3 de la glucosa presentaron una sobreposicion parcial,
se prepard el derivado peracetilado (21} a partir del producto natural (6). El espectro de
RMN 'H mostré una resolucion adecuada para estas dos sefiales (fig. 29) y la correlacion
entre el proton H-3 de la glucosa con el carbono C-1 de la aglicona en el espectro de
HMBC (fig. 30) demostro que la lactonizacion efectivamente se encuentra en la unidad de

glucosa. Los desplazamientos quimicos de 'H'y BC para el derivado 21 se incluyen en los

cuadros 4y 5.
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Figura 29. Secciones de campo alto de los espectros de RMN 'H de la orizabina VIII {6)
y su derivado peracetilado (21). Abreviaciones: glu = glucosa, ram = ramnosa.
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Figura 30. Seccion de campo bajo del espectro HMBC del derivado peracetilado de la
orizabina VIII (21). Conectividades: 1; Heglu—-Cnl y 2; Hzglu—C jal. 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, 37 {[O-6-desoxi-4-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-
metil-1-oxo-butil)-O-B-D-glucopiranosil-(1 —»4)-0-6-desoxi-2-0-(25)(2-metil- 1 -oxo-
butil)-a-L-manopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosil-( 1 —2)-6-desoxi-p-D-

glucopiranosil] oxi} del acido (11S)-11-hidroxi-hexadecanoico;

Orizabina VI (4); éster intramolecular 1, 3" {{0-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—4)-
0-6-desoxi-2-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil- 1-oxo-butil)-a-L-manopiranosil-(1 —2)-0-6-
O0-(25)(2-metil-1-oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-(1»2)-6-desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi}

del 4cido (118)-1 I-hidroxi-hexadecanoico;

Orizabina VII (5); éster intramolecular 1, 3" {[O-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1—4)-
0-6-desoxi-2-0-(25)2-metil-1 -oxo-butil)-a-L-manopiranosil-( 1—-2)-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 (115)-11-hidroxi-hexadecanoico;

Orizabina VIII (6), éster intramolecular 1, 3" {[O-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1-—4)-
0-6-desoxi-2-0-(25)2-metil-1-oxo-butil)-a-L-manopiranosil-(1—»2)-0-6-0-(2R,3R)(3-
hidroxi-2-metil- 1-oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-(1-»2)-6-desoxi-f-D-glucopiranosil ]

oxi} del acido (118) 11-hidroxi-hexadecanoico.
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5.1.4. Elucidacion estructural de las orizabinas IX-XXI (7-19).

La purificacion de las orizabinas IX-XXI (7-19) no se logré con el empleo de la
metodologia desarrollada para el aislamiento de los glicolipidos de mayor polaridad (1-6)
y por lo tanto, se decidi6 proceder con la peracetilacion de las subfracciones E y F para
conocer su complejidad y facilitar la separacion de sus constituyentes. Las mezclas de
reaccion se analizaron mediante CLAP en fase normal (SiO;) y en ¢l cromatograma de la
mezcla proveniente de la subfraccion E se observé un componente mayoritario y en el
generado por F cuatro (fig. 31). Luego de separar estos compuestos €n CLAP al nivel

preparativo fueron obtenidos los derivados 20 y 22-25 en estado puro de las

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

MV
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1000.001

$00.001
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200.00-

1400 1800 2200 2600 3000 3400 3800
minutos

Figura 31. Cromatograma de los derivados peracetilados de la subfraccion F.
Condiciones; columna SiO; (2+.2 x 250 mm, 10 pm); fase mévil: n-hexano-AcOEt (1:1),
flujo: 5 mL/min, inyeccion: 500 uL (18 mg/500 pL) y detector: indice de refraccion.
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CHs CHa |
: |
\/\F# \\/\\UFJ
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ni = niloilo, mb = 2-metilbutanoilo y tg = tigloilo

Compuesto R, R, R;
20 tg mb H
22 mb mb nl
23 mb mb nl
24 tg mb nl
25 tg mb nl

" Figura 32. Derivados obtenidos a partir de la acetilacion de las subfracciones E (20) y F
(22-23). '
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La asignacion de las sefiales de RMN de 'H y C mediante el analisis de los

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

4y 5) permitié generar las siguientes conclusiones:

i)

111)

Todos los derivados peracetilados 20, 22-25 poseen el mismo sitio de
factonizacion con la aglicona (C—3 ramnosa) de acuerdo a sus respectivos
espectros HMBC.

El compuesto 20 correspondi6 al derivado peracetilado de la escamonina I,
ya que se observaron las sefiales caracteristicas de los grupos tigliolo (tg) ¥
2—metilbutanoilo (mb) en & 6.95 (H-3) y 2.54 (H-2), respectivamente (fig.
33). Su localizacion en el nucleo oligosacarido se dedujo desde las
correlaciones observadas en el espectro HMBC para las resonancias de los
C—1 de ambos residuos, & 166.83 (tg) y & 175.51(mb) con H-4 (5 4.98) de
la quinovosa externa y H~2 (3 5.85) de la ramnosa, respectivamente.

Los compuestos 22-25 presentaron un residuo adicional en comparacion
con las orizabinas V-VIII (3-6). La identificacion de éstos se hizo en los
espectros 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 (mb) y en 8 2.96 para el H-2 del
grupo niloilo (nl) de la seric treo (Juz.us = 7.0 Hz). En ¢l caso de los

derivados 24 y 25, las sefiales diagnosticas 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 dp 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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iv)  Las constantes espectroscopicas de los derivados 22 y 23 resultaron Ser
idénticas al igual que las registra.das para 24 y 25 (ver cuadros 4, 5y 6). El
analisis de sus espectros HMBC permitié establecer la misma ubicacion de
los sustituyentes en el nucleo oligosacarido, tal como se ilustra en los
espectros de 22 y 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 el niloilo (nl) en el C-6 de la glucosa.

De esta forma, se comprobd que la subfraccion F estaba constituida por dos
pares diasteroisomeéricos 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 ni).
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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 Clen): 1
Cjal-H;Ram; 2, C; mb'-H;Ram; 3, C; mb-H,Qui’; 4. C\nl-H,Glu. Abreviaciones: ram
= ramnosa, qui'= quinovosa externa, glu = glucosa, jal = jalapinoilo, nl = niloilo, mb = 2-
metilbutanoilo' y mb’= 2-metilbutanoilo’.
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Cuadro 4. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para
orizabina VIII (20), escamonina I (21) y 22-25".

la region oligosacarida de los derivados peracetilados de la

Proton® 20 21 22 23 24 25

Qui-1 5.18d (8.0) 4.69d (8.0} 485d(7.7) 4.87d{7.6) 4.39d (8.0} 4.90d(7.5)
2 5.39dd (9.5,8.0) 4.32 dd (9.5, 8.0) 4.01dd(9.5,7.7 4.13dd (7.6,9.5) 4.15dd (9.0, 8.0) 4.16 dd (9.5, 7.5)
3 5.75dd (9.5, 9.5) 5.55dd (9.5,9.5) 5.35dd (9.5, 9.4) 5.38dd (9.5,9.5) 5.40 dd (9.0, 9.0) 5.40dd (9.5, 9.5)
4 527dd (9.5,9.5) 5.05dd (9.5,9.5) 4.96 dd (9.5, 9.4) 5.00dd (9.5, 9.5) 5.01dd (9.5,9.0) 5.03dd (9.5,9.5)
5 3.75dq (9.5, 6.5) 3.65 dq (9.5, 6.0) 3.74 dg (9.5, 7.0) 3.77dq (9.5, 6.0) 3.79 dq (9.5, 6.5) 3.79.dq (9.5, 6.5)
6 - 1.25d (6.5) 1.29d (6.0} 1.26 d (7.0) 1.27 d{7.0) 1.30d (6.5) 1.29 d (6.5)

Glu-1 5.16d(7.5) 5.18d(7.5) 5145d(7.3) 5.17d(7.5) 5.19d (8.0) 5.19d(7.5)
2 4.10dd (9.5, 7.5) 4.154dd(8.5,7.5) 4.03 dd (9.3, 7.5) 4044dd(9.2,7.5) 4.08 dd (9.5, 8.0} 4,07 dd (9.5,7.5)
3 5.83dd (9.5,9.5) 5.77dd (8.5,9.0)) 5.78 dd (9.7, 9.3) 5.79 dd (9.6, 9.2). 5.83 dd (9.5,9.0) 5.82dd (9.5, 9.5)
4 5.43dd (9.5,9.5) 5.40 dd (10.0, 9.0) 5.34dd (9.8,9.7) 5.31dd (9.8, 9.6) 5.38dd (9.5,9.0) 5.34 dd (9.5, 9.5}
5 4.14 ddd (9.5,4.5,2.5) 4.23 ddd (10.0,4.5,2.0) 4.15ddd (9.8,5.0,2.5) 4. §5ddd (9.8,5.0,2.6) 4.19ddd (9.5, 5.5,2.5) 4.17m
6 4.65dd (12.0,5.0) 4.74dd (12.0, 4.5) 4.64dd{12.0,5.0) 4.67dd (12.0,5.0) 4.68dd(11.5,5.5) 4.69dd (12.0,5.5)
6 4.41dd(12.0,2.5) 441 dd (12.5,2.5) 441dd(12.0,2.5) 4.43 dd (12.0, 2.6) 445dd(11.5,2.5) 4.46 dd (12.0,2.5)

Ram-1 S5.61* 544 d(1.5) 5.58d (1.0) 5.60d(12) 5.62* 5.63d(1.5)
2 585 % 561dd (3.0, 1.5) 5.80 * 5.82dd (3.8, 1.2} 5.85dd (3.5, 1.0} 5.85dd (1.5,3.5)
3 5.86-5.80 % 5.78dd (10.0,3.0) 5.78 dd (9.3, 3.0) 5.78 dd (9.0, 3.8) 5.83dd (9.0,3.5) 5.82dd (9.5, 3.5}
4 4.25 dd (9.5,9.5) 4.29 dd (10.0, 10.0) 4.19dd (9.5, 9.5) 4.21dd (9.0, 9.0) 4.24 dd (9.5, 9.0) 424 dd (9.5,9.5)
5 4.30-4.25* 4,65 dg (10.0, 6.5) 424-4 19 * 42-43* 4342 % 43-422 %
6 1.51 d (5.5) 1.82 d (6.5) 1.46d (6.0) 1.48d (5.7) 1.52d(5.5) 1.51 d (5.5)

Qui'-1  4.89d(8.0) 5.32d (8.0) 4.84 d (8.0) 5.12d(8.0) 5.18d(8.0) 5.18 d (8.0)
2 4.12dd (9.5,8.0) 5.45dd (10.0, 8.0) 5.29 dd (9.6, 8.0)) 5.32dd (9.5, 8.0) 5.38 dd (9.0, 8.0} 5.38 dd (10.0, 8.0))
3 534 dd (9.5,9.0) 5.66 dd (10.0, 10.0) 5.63 dd (9.6, 9.6) 5.65dd (9.5,9.5) 5.74 dd (9.5, 9.0) 5.74 dd (10.0, 9.5}
4 4.98 dd (9.5, 9.0) 5.12dd (10.0,9.5) 5.14 dd (9.6, 9.5) 5.16 dd (9.7, 9.5) 527 dd (9.5,9.5) 5.26 dd (9.5, 9.5)
5 3.78 dq (9.5, 6.0) 3.74 dq (9.5, 6.5) 3.65dq (9.5, 6.1) 3.67 dq (9.7, 6.0) 3.75dq (9.5, 6.5 3.75dq (9.5, 6.5)
6 1.30d (6.0) 1.25d {6.5) 1.19d (6.1) 1.22d (6.0) 1.24 d (6.5)

1.24 d (5.5)

5
2% Ver cuadro 2.




Cuadro 5. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para la aglicona y los residuos acidos de los derivados peracetilados de

la orizabina VIII (20), escamonina I (21) y 22-25".

Proton” 20 21 22 23 24 25
Jal-2a 2.6 ddd (14.5.8.0,3.0) 2.84ddd (15.0,8.0,2.0) 2.56 ddd (15.0. 8.2, 3.5) 2.59ddd (3.1.8.0,15.0) 2.62ddd(14.5,80.3.0) 2.62ddd (15.0, 8.0, 3.0)
2b 2.58-2.50 % 2.44-2.50 % 2.50-243 % 245.255¢* 2.58-2.50 ¢ 2.50-2.50 *
1 3.85m 3.77Tm 380m 3.83sa 385m 3.857Tm
16 0.902d(7.0) 0.881(7.0) 0.871(7.2) 0.897 1 (7.0) 069181t (7.0) 0.9191(6.5)
mb-2 254 m 248dq(7.0.7.0) 2.50-2.43 so 2530 dq 253 m 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) F.32d(7.0) 1.32d(7.5)
3-Me 1.03t(7.0) 092t(7.5) 0981t (7.4) 1.00t(7.4) 1.0281(7.0) 1.03t(7.00
mb’-2 2.40-230 % 234-239 %
2-Me 1.06 d (7.0) 1.08d (7.0
3-Me 0.79 t (7.4) 0.82 t(7.4)
nl-2 2.98dq (7.0, 7.0} 2.94dg(7.0,6.5) 2.97 dq (7.0, 6.5) 2.984dq (7.0, 7.0) 2.98dq(7.0.6.5)
3 5.48-5.42 sa 5.40dq(6.5.6.5) 5.42 dq (6.5, 6.5) 5.45dq(7.0,6.0) 5.44 dq (7.0,6.0)
2-Me 1.37d (7.0) 1.29d (7.0) 129 d (7.0) 1.34 d (7.0) 1.31d(6.5)
3-Me 1.33d (6.0) 1.28 d (6.5) 1.33 d (6.5) 1.32 d (6.0) 1.35 d (6.0)
g3  6.95qq(7.0,1.0) 6.95 qq (7.0, 1.5) 6.95 qq (7.0, 1.5)
2 Me 1.835s 1.83d (1.0) 1.83d(1.0Y
3Me 1.61 dg (7.0, 1.0) 1.61dq(7.0,1.5) 1.61 dq (7.0, 1.5)

a,

- Ver cuadro 2.
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Cuadro 6. Desplazamientos quimicos en la RMN 3¢ de 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 7745

3 73.59 75.75 75.63 75.65 75.63 75.62

4 73.88 74.25 74.81 74.82 74,78 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 17.71

Glu-1 102.66 69,70 102.65 102.49 102.61 102.48

2 75.85 77.39 75.83 75.80 75.80 75.78

3 73.71 76.53 73.77 73.84 73.75 13.86

4 69.68 69.77 65.75 69.84 69.71 65.81

5 71.77 71.32 71.96 71.95 71.93 71.93

6 62.58 62.61 63.19 63.22 63.17 63.19

Ram-1 95.55 98.24 95.58 95.55 96.55 95.55

2 67.37 70.92 67.44 67.47 67.44 67.44

3 70.24 71.78 70.08 70.05 70.14 70.23

4 77.83 77.08 77.83 77.83 77.82 77.82

5 68.55 67.76 68.54 68.54 68.53 68.54

6 18.34 18.31 18.38 18.38 18.35 18.34

Qui’-1 100.41 100.95 101.14 101.15 101.21 101.22

2 77.67 71.42 72.42 72.42 72.32 72.31

3 75.60 73.72 73.50 73.50 73.57 73.56

4 74.78 73.85 73.34 73.34 73.88 73.87

5 69.57 70.05 70.10 70.14 70.24 70.14

6 17.45 17.45 17.46 17.46 17.45 17.45

Jal-1 173.32 171.63 173.26 173.27 173.30 173.26

2 34.4% 34.61 34.37 34.37 34.36 34.35

11 79.26 30.78 79.52 79.46 79.51 79.43

16 14.25 14.21 14.26 14.32 14.27 14.27

mb-1 175.51 176.12 175.48 17551 175.52 175.52

2 41.16 41.05 41.20 41.20 41.16 41.16

2-Me 16.93 16.94 16.94 16.99 16.94 16.94

3-Me 11.84 11.58 11.87 11.89 11.86 11.85
mb’-1 175.26 175.29
2 41.48 41.45
2-Me 16.94 16.87
3-Me 11.77 11.77

nl-1 173.51 173.48 173.48 173.45 173.39

2 44.65 44.65 44.77 44.61 44,73

3 12.20 71.43 71.59 71.40 71.56

2-Me 12.76 12.75 12.75 12.71 12.72

3-Me 16.94 16.94 16.99 16.94 16.94

tg-1 166.83 166.81 166.81

2 128.30 128.30 128.28

3 138.85 138.85 138.85

2-Me 12.09 12.07 12.10

3.Me 14.25 14.27 14.27

ab yer cuadro 3
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Como se describe en la parte experimental, la fraccién primaria de la jalapina
(FPJ) se fracciond en una columna de altei presion (Spherisorb®, Waters) en cuatro
componentes (I-IV) que permitié la obtencién de mezclas de menor complejidad que
pudieron ser resueltas y purificadas en un sistema cromatografico de fase normal a través
de la recirculaciéon de muestra (ver inciso 4.5.2.). De esta forma, se obtuvieron las
orizabinas [X-XXI (7-19) (fig. 35) y su analisis estructural se inicié con los espectros de
RMN 'H. Las orizabinas X-XXI (8-19) presentaron patrones muy semejantes a los
producidos por las orizabinas V-VII (3-5) (figs. 36, 38 v 39) a excepci6n de la sefal
debida a la presencia de un residuo adicional que esterifica el nacleo oligosacarido y que
se observo en los derivados 22-25, razén por la que estos compuestos se encontraron en
una fraccion de menor polaridad. Debido a que los derivados peracetilados 22-25 fueron
preparados a partir de la misma mezcla que dio origen a las orizabinas IX-XXI (7-19), el
sitio de lactonizacion del nucleo oligosacarido con la aglicona en todas ellas estaba
previamente localizado en el carbono C-3 de la ramnosa, hecho que después fue
comprobado en el andlisis de los espectros HMBC de cada una de ellas.

En los espectros de RMN 'H (fig. 36) de un primer grupo de compuestos, las
orizabinas [X--XIII (7-11), se observaron las sefiales centradas en & 6.95-6.97 (H-3, tg) y
6 2.81-2.86 (H-2, nl) que indicaron la presencia de los residuos tigloilo y niloilo. Un
tercero se identificd a partic de la multiplicidad observada para el H-2 de estos
sustituyentes y que en la orizabina IX (7) correspondié a la sefial séxtuple del 2-
metilbutanoilo (8 2.34, tq) y en las orizabinas X-XIII (8-11) a la sefial séxtuple del 2-

metilpropanoilo (/ba, § 2.44-2.54) (Kitagawa ef al., 1996b).
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OH
CHy CH3
(25 .,3S)nl (2R 3R)nl 25 )mb tg ib

Compuesto R, R, R, R,

7 (orizabina IX) tg (S) mb H (2R, 3R) ni
8 {orizabina X) 1g (ZR.3R)nl ib H

9 (orizabina X1) tg (25. 35 nl ib H

10 (orizabina XII) g ib (25, 35 nl H

11 {orizabina XII) tg ib (2R, 3R) nl H

12 {orizabina XIV) tg (2R. 3R)nl (S)mb H

13 (orizabina XV) tg (25.35) nl () mb H

14 (orizabina XVI) tg (S) mb (25.35)nl H

15 (orizabina XVII} g (8 mb (2R, 3R nl H

16 {orizabina XVIII) {S5) mb (2R, 3Ry nl (S) mb H

17 {orizabina XIX) {Sy mb (25,35 nl {S}mb H

18 (orizabina XX) {S) mb {(Symb (25,38 ni H

19 (orizabina XXI} (S mb (5) mb (2R, 3R)nl H
al = 2-metil-3-hidroxibutanoilo (niloilo); mb = 2-metilbutanocilo; tg = 2(£)-metilbutenoilo; b = 2-

metilpropanotlo {isobutiroilo).

Figura 35. Glicolipidos obtenidos a partir de la fraccion de menor polaridad (F) de la
jalapina de [pomoea orizabensis,
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ib H-2 \
wH3 9

]
(B
(gHs
alH-2 U
b H2 11
tgH-3
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7 6 b] 4 3 2 1 ppm

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 residuos 2-metilpropanoilo (ib) y 2-metilbutanoilo (mb)
también se comprobd mediante las resonanc{as de los protones correspondientes a los
grupos Me-3 en & 0.98 para el mb (7) y Me-2 para el ib entre & 1.16 —1.13 (8-11). De
manera adicional, estas observaciones se comprobaron mediante los registros
espectrométricos utilizando la técnica de FAB con deteccion de aniones. El ion
pseudomolecular [M~H]™ (m/z 1119) de la orizabina IX (7) presenté una diferencia de
100 Daltons con el producido por la escamonina 1 (1) (m/z 1019) confirmando la
presencia del grupo niloilo. En los compuestos 8-11 el ion pseudomolecular [M-H]" de
mlz 1105 resulto ser el mismo en todos los casos y presenté una diferencia de 14 Daltons
(CH,) con el glicolipido 7, lo cual constituy otra evidencia para sugerir la presencia del
residuo 2-metilpropanoilo (Bah y Pereda-Miranda, 1996).

Una vez que se efectud la asignacion de las sefiales de 'H y de 1°C de las orizabinas
[X-XIII (7-11) (ver cuadros 7, 8 y 9) mediante del analisis de los espectros de RMN

| bidimensional homonuclear 'H-"H (COSY y TOCSY) y heteronuclear 3¢c-'"H (HMQC)
se procedié a determinar los sitios de esterificacion de los grupos 2-metilbutanoilo, 2-
metilpropanoilo, tigloilo y niloilo desde las correlaciones 'H-"’C observadas en sus

correspondientes espectros HMBC.
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Cuadro 7. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para la region oligosacarida de las orizabinas 1X-XII1

(7-11)".

Proton” 7 8 9 10 11

Qui-l  4.99d (3.0 501 d(2.0) 1.97d (7.0) 503 d(7.5) 499 d(7.5)
2 4.25dd (9.0, 8.0) 4.30 dd (9.0, 8.0) 4.25dd (9.0, 7.0) 433dd (9.5,7.5) 430 dd (9.0, 7.5)
3 4.09 dd (9.0, 9.0) 4.16 dd (9.0, 9.0) 4.12 dd (9.0, 9.0) 4.21 dd (9.5,9.5) 4.16 dd (9.0, 9.0)
4 3.54 dd (9.0, 9.0) 3.61 dd (9.0, 9.0) 3.57 dd (9.0, 9.0) 3.63 dd (9.5, 9.0) 3.59dd (9.0, 9.0)
5 3.75-3.68 * 3.76-7.69 * 3.75-3.66 * 3.75 dq (9.0, 6.0) 3.72 dq (9.0, 6.0)
6 1.58 d (6.0) 1.62-1.57 * 1.55 d (6.0) 1.60 d (6.0) 1.57 d (6.0)

Glu-1  5.89d(7.5) 591d(7.0) 583d(7.5) 593 d(8.0) 5.904d (7.5)
2 428 dd (9.5, 7.5) 4.20 dd (8.0, 7.0) 4.14 dd (9.0, 7.5) 4.19dd (8.5, 8.0) 4.18 dd (9.0, 7.5)
3 437dd (9.5, 9.5) 4.23 dd (9.0, 8.0) 4.19.dd (9.0, 9.0) 4.25dd (8.5, 8.5) 421 dd (9.0, 9.0)
4 5.51dd (9.5, 9.5) 3.89 dd (9.0, 8.0) 3.88 dd (9.0, 8.5) 3.96 dd (8.5, 8.5) 4.89 dd (9.0, 9.0)
5 4.0-3.93 * 4.20-3.94 * 3.95-3.91 * 3.99ddd(8.5,6.5,20)  3.96 ddd (9.0, 6.5, 2.0)
6 503-4.95* 4.97dd (12.0, 2.5) 4.94 dd (11.5,2.5) 5.01dd (11.5,2.0) 4.98dd (11.5, 2.0)
6 4.15-4.10 * 4.65 dd (12.0, 6.5) 4.62dd (115, 6.5) 4.61dd(11.5, 6.5) 4.58 dd (11.5, 6.5)

Ram-1 629 s* 6.28d(1.5) 6.22d(1.5) 6.22 s+ 6.23d(1.5)
2 6.33 s* 6.21dd (3.0, 1.0 6.17 dd (3.0, 1.5) 6.18dd (3.0, 1.5) 6.14 dd (3.5, 1.5)
3 6.29 dd (10.0, 2.0} 6.39 dd (10.5, 3.0) 6.34 (10.0, 3.0) 6.40 dd (10.0, 3.0) 6.37 dd (9.5, 3.5)
4 4.29 dd (10.0, 10.0) 433dd (105, 9.5) 4.30 dd (10.0, 9.5) 434 dd (10.0,9.5) 4.31dd (9.5, 9.5)
5 4.74 dq (10.0, 6.0) 4.83 dq(9.5,5.5) 4.78 dq (9.5, 6.0) 4.84 dq (9.5, 6.0) 4.80 dd (9.5, 6.5)
6 1.64-1.59 * 1.62-157* 1.58 d (6.0) 1.60 d (6.0) 1.57d (6.5)

Qui-l  5.08d(8.0) 5.03d(8.0) 4.98 d (8.0) 5.03d(7.5) 5.00d (7.5)
2 3.89 dd (9.0, 8.0) 3.91 dd (9.5, 8.0) 3.85dd (9.0, 8.0) 3.90 dd (9.5, 7.5) 3.87 dd (9.0, 7.5)
3 4.19 dd (9.0, 9.0) 4.19dd (9.5, 9.0) 4.14 dd (9.0, 9.0) 4.21dd (9.5, 9.5) 4.16 dd (9.0, 9.0)
4 5.35 dd (9.0, 9.0) 534 dd (10.0, 9.0) 5.29 dd (9.0, 9.0) 5.35 dd (9.5, 9.5) 5.31dd (9.5, 9.0)
5 3.75-3.68 * 3.76-3.69 * 3.75-3.66 * 3.72 dq (9.5, 6.0 3.69 dq (9.5, 6.5)
6 1.34 d (7.0) 1.32 d (6.0) 1.31d (6.0) 1.33 d (6.0) 1.29 d (6.5)

3¥® Ver cuadro 2
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Cuadro 9. Desplazamientos quimicos en RMN "C de las orizabinas [X-XIII (7-11)°.

Carbono” 7 8 9 10 11

Qui-1 100.81 100.79 100.95 100.89 100.6]

2 79.58 79.03 79.12 78.82 78.81

3 78.21 7843 18.53 78.46 78.44

4 77.16 77.23 77.32 77.32 77.35

5 72.50 72,43 72.44 72.47 72.45

6 18.47 1847 18.48 18.47 18.51

Gle-1 101.86 101.13 101.23 100.89 100.91

2 79.08 79.20 79.27 79.27 79.27

3 74.54 77.23 77.32 77.32 7735

4 75.40 72.29 72.44 72.35 72.35

5 75.70 74.93 74.99 74.88 74.88

6 62.91 64.77 68.86 64.63 64.63

Ram-1 86.19 96.26 96.38 96.25 96.23

2 68.04 69.82 69.93 70.00 70.00

3 71.32 71.30 71.47 71.32 71.30

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’-1 105.44 105.22 105.19 105.27 105.27

2 75.135 75.14 75.28 75.15 75.15

3 75.35 75.37 75.47 75.38 7537

4 76.88 76.88 77.03 76.91 76.89

5 70.44 70.40 70.55 7041 7041

6 17.99 17.96 17.99 17.97 17.98

Jal-] 173.22° 173.27 173.34 173.28 173.28

2 34.41 34.48 34.51 34.50 34.50

| 78.94 79.03 79.27 79.17 79.17

16 14.26 14.26 14.26 14.28 14.27

ib-1 175.86 175.86 175.90 175.90

2 34.11 3421 34.12 34.10

Me 19.45 19.44 19.46 19.46

Me 19.07 19.09 19.06 19.05
mb-1 175.32
2 41.11
2-Me 17.03
3-Me 11.77

nl-1 174.81 175.53 175.49 175.40 175.39

2 48.71 48.46 48.47 48.72 48.72

k! 69.32 69.03 69.10 69.05 69.05

2-Me 13.23 13.36 13.36 13.29 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

2 129.10 129.05 129.23 129.09 129.09

3 137.54 137.49 137.44 137.52 137.52

2-Me 12.22 12,19 12.21 12.21 12.20

3-Me 14.26 14.10 14.10 14,12 14.12

ayb

Ver cuadro 3.
ib = 2-metilpropanoilo
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A continuacién se presentan los resultados del analisis de los espectros HMBC de
los compuestos 7-11:

Las orizabinas [X-XII (7-11) presentan el residuo tigliolo en C—4 de la quinovosa
externa. La orizabina IX (7) se encuentra sustituida con el 2-metilbutanoilo en la posicion
C-2 de la ramnosa y el niloilo en C—4 de la glucosa.

- Las orizabinas X (8) y XI (9) poseen el grupo niloilo en C-2 de la ramnosa y el
isobutiroilo en el carbono C-6 de la glucosa.

- Las orizabinas XII (10) y XIII (11) tienen el residuo niloilo en la posicién 6 de la
glucosa y el isobutiroilo en la 2 de la ramnosa.

En la figura 37 se presenta una ampliacién de los espectros HMBC para las
orizabinas X (8) y XI (9) demostrando que practicamente se sobreponen y, por lo tanto,
los residuos se localizan en las mismas posiciones para ambos compuestos, es decir, las
posiciones C-6 de la glucosa, C-2 de la ramnosa y C—4 de la quinovosa externa soportan
' los residuos isobutiroilo, niloilo y tigloilo, respectivamente. De esta manera, se evidencio
la presencia del primer par diasteroisomérico que surgiria como una consecuencia de la
configuracion absoluta enantiomérica del residuo niloilo freo que esta presente en cada
una de las orizabinas que constituyen este par, es decir la estereoquimica 2R,3R o0 25,3§
para este grupo. Esta situacion se present6 también en el par constituido por las orizabinas

X11 (10) y XIII (11).
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Figura 37. Regiones a campo bajo en el espectro de correlacion bidimensional
heteronuclear °C-'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.

=

94




La diferencia entre cada par de diasteroisdmeros se resolvi6 mediante el
establecimiento de la configuracion absoluta de los acidos nilico y 2-metilbutanoico
liberados durante la hidrélisis acida de cada compuesto y que se discutira posteriormente.

En las figuras 38 y 39 se muestran los espectros de RMN 'H de las orizabinas
XIV=XVII (12-15) y XVIII-XXI (16~19), respectivamente. El analisis de la primera de
estas series permite proponer la presencia de los residuos tigloilo (8 6.96-6.98, H-3), 2-
metilbutanoilo (5§ 2.38-2.39, H-2) y niloilo (& 2.82-2.85, H-2) para los compuestos 12—
15. La obtencion del mismo ion pseudomolecular (M —H]” m/z 1119) en 12-15
correspondiente a la formula molecular de la orizabina IX (7) (CssHoyO23) demostro la
presencia de los tres residuos antes mencionados.

Los compuestos 16-19 a diferencia de 12-15 tienen un grupo 2-metilbutanoilo
adicional (8 2.36-2.49) en lugar del tigloilo que se observo a través del ion
pseudomolecular ((M-H]"; m/z 1121). Este ion fue el mismo en 16-19 y correspondio a la
formula CssHo;O»;. La situacion de que los dos grupos de compuestos anteriores
presentaron patrones casi idénticos en sus espectros de 'Hy "C derivé después de asignar
las sefiales (cuadros 10, 11 y 12) y de examinar los espectros HMBC en la propuesta de’

los siguientes pares diasteroisoméricos (fig. 40):

1. Las orizabinas XIV(12) y XV (13) presentaron el grupo tigloilo en la posicion C-4 de
la quinovosa externa (qui’), el 2-metilbutanoilo y niloilo en los centros C-6 de la

glucosa y C-2 de la ramnosa, respectivamente.
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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-
metitbutanoilo. 500 MHz, C;DsN.
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Figura 39. Espectros de RMN 'H de las orizabinas XVIII-XXI (16-19). Abreviaciones:

ram = ramnosa, glu = glucosa, qui'=

2-metilbutanoilo. 500 MHz, CsDsN.

quinovosa externa, tg = tigloilo, nl = niloilo, mb =
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Las orizabinas XVI (14) y XVII (15) tienen el residuo tigloilo en la misma posicion
que los compuestos 12y 13 (H-4 quinovoéa externa). La localizacion de los grupos 2-
metilbutanoilo (mb) y niloilo (nl) no fue posible deducirla directamente de sus
espectros HMBC debido a la sobreposicion de las sefiales correspondientes a los
carbonos C—1 de ambos grupos. Es decir, en el compuesto 14 sélo se observa una
sefial para los centros C—1 del mb y del nl (§ 175.59), lo cual también sucede en 15
para las mismas sefiales (8 175.39). Asi, se supuso que la diferencia con el par de
compuestos 12 —13 debia ser la localizacion de los grupos mb y nl en el nicleo
oligosacdrido. Por lo tanto, en las orizabinas XVI (14) y XVII (15) estos residuos se
focalizarian en los carbonos C-2 de la ramnosa y C—6 de la glucosa, respectivamente.
Las orizabinas XVIII (16) y X1X (17) presentaron el primero de los grupos mb en el
carbono C-4 de la quinovosa externa, el segundo (mb’) en el C—6 de la glucosa y el
niloilo en el C-2 de la ramnosa.

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 residuo mb’ y del
nl no se lograron establecer mediante las correlaciones obtenidas en los espectros
HMBC, ya que se observa la misma situacion en los desplazamientos quimicos para
los carboxilos de estos grupos (8 175.60 y 175.40) que la previamente descrita para e!
par diasteroisomérico de los compuestos 14 y 15. De nueva cuenta, el patrén de
sustitucion del nicleo oligosacirido en los compuestos 18 y 19 seria el contrario al
establecido para el par de diasteroisémeros 16 y 17. Es decir, que el 2-metilbutanoilo

se encuentra en el carbono C-2 de la ramnosa y el niloilo en el C-6 de la glucosa.



Compuesto R, R, R; R,
7 tg mb H ni
8 1g nl ib H
9 g nl ib H
10 tg ib nt H
11 g ib nl H
12y 13 g nl mb H
14y15 tg mb nl H
16y 17 mb nl mb H
18y 19 mb mb nl H

nl = niloilo, mb = 2-metilbutanoilo, tg = tigloilo y ib = 2-metilpropanoilo.

Figura 40. Estructuras propuestas para las orizabinas [X-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(5.0) 5.00d(8.5) 491d(7.5) 5.02d(8.0)
2 4.29dd (9.0, 9.0) 4.31dd (9.5, 8.5) 430dd (8.0, 7.5) 4.32dd (9.0, 8.0)
3 4.18 dd (9.0, 9.0} 4.17dd (9.5, 9.5) 420-4.16 * 4.19dd (9.0, 9.0)
4 3.59dd(9.5,9.00 3.61dd(9.5, 8.0) 3.60 dd (9.0, 8.5) 3.62dd (9.0, 9.0)
5 3.73dq (9.5, 6.5) 3.78-3.70 * 3.74 dq (9.0, 6.0) 3.78-3.70 %
6 1.57d(6.5) 1.62-1.56 * 1.59d (6.0) 1.62-1.58 *
Glu-1 5.88d (7.0) 591d(7.5) 58%d(7.5) 592d(7.5)
2 4.18dd (9.0, 7.0) 4.20dd (8.5, 7.5) 4.16 dd (5.0, 7.5) 4.19d4d (9.0, 7.5)
3 4.22dd {9.0,9.0) 4.24 dd (8.5, 8.0) 4.22 dd (9.0, 8.5) 4.19dd (9.0, 9.0)
4 3.89dd (9.5, 9.0} 3.91dd(8.0,8.0) 391dd (8.5, 8.5 3.94 dd (9.0, 8.5)
5 3.98ddd (9.5, 7.0, 2.0) 3.99ddd (8.0,6.5.2.5) 397 ddd (8.5, 6.5, 2.0) 3.98ddd(8.5,7.0,2.0)
6 496dd {115, 2.0) 4.97dd(11.5,2.5) 5.10-4 97 * 5.01dd(11.5,2.0)
6 4.64dd(11.5, 7.0} 4.65dd(11.5.6.5) 4.58dd (11.5, 6.5) 46dd(11.57.0)
Ram-I| 6.25(1.5) 6.27d(1.5) 6.23d (1.5) 6.25d (1.0)
2 6.20dd (3.0, 1.5) 622dd (3.0, 1.5 6.17dd (3.0, 1.5) 6.19dd (3.0, 1.0)
3 6.39dd (100, 3.0) 6.41dd(10.9, 3.0 6.39dd (10.0, 3.0 6.41dd (10.0, 3.0)
4 4.32dd (10.0,9.5) 434 dd (10.0. 10.0) 4.32dd (10.0, 10.0) 4.344dd (10.0,9.5)
5 4.8] dq (9.5, 6.5) 4.82 dd (10.0, 6.5) 4.81 dq (10.0, 6.0) 460 dq (95, 6.0)
6 1.58 d (6.5) 1.62-1.56 * 1.58 d (6.0) 1.62-1.58 *
Qui’-1 5.0d(8.0) 5.02d(8.0) 491d(7.5) 5.02d(8.0)
2 3.88dd (8.5.8.0) 3.89dd (8.0,8.00 388dd (8.5, 7.5) 3.90dd (9.0, 8.0
3 4.15dd (8.5, 8.3) 4.18dd (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) 3785370 ¢ 3.72dq(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) 2.84 ddd (15.5, 8.5, 1.5) 2.82ddd (15.5, 8.0, 3.5} 2.86-2.80 *
2b 2.61ddd(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)
11 390-400* 395sa 3.85-305* 3.97.3.94 *
16 0.87t(7.0) 0.87t(7.0) 0.87 (7.0} 0.87t(7.0)
mb-2  2.381q(7.0,7.0) 2.391tq (7.5, 7.5) 2.381q(7.0,7.0) 2.39tq (7.0, 7.0)
2-Me  1.16d(7.0) 1.16d (7.5) 1.15d (7.0) 1.16d (7.0)
3-Me 0.99t(7.5) 0.991(7.5) 0.99 ¢ (7.0) .99t (7.5)
nl-2 2.82dq (7.0, 7.0) 2.84dq (7.5, 73 2.844dq(7.0,7.0) 2.85dq(7.5,6.5)
3 4.36 dq (7.0, 6.0) 4.37dq (7.5, 6.5) 435m 4.37dq (7.5, 6.5)
2-Me  1.28d(7.0) 1.29d(7.5) 1.30d(7.0) 1.31d(6.5)
3-Me 1.36 d (6.0) [.37d(6.5) 1.35d(6.5) 1.36 d (6.5)
1g-3  6.96qq(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)
2 Me 1.83d (1.0) 1.84m 1.83m 1.84m
3Me 1.60 dq (7.0, 1.0) 1.62-1.56 * 1.60 dg (6.5, 1.5) 1.62-1.58 *

25%Ver cuadro 2.
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Cuadro 11. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H de las orizabinas XVII-XXI

(16-19)°.
Proton” 16 17 18 19
Qui-1  5.0d(8.0) 497d(8.0) 5.0d(8.0) 4.99d (7.5)
2 4,31dd (8.0, 8.0) 428 dd (8.0, 8.0) 4.30dd (9.0, 8.0) 429 dd (9.5, 7.5)
3 4,17 dd (9.0, 8.0) 4.14 dd (9.0, 8.0) 4.18 dd (9.0, 8.0) 4.19-4.13 *
4 3.61dd (9.0,9.0) 3.58dd (9.0,9.0) 3.61dd(9.5,8.0) 3.59dd (9.5,9.5)
5 3.74 dq (9.0, 6.5) 3.71dq(9.0,6.0) 3.74 dq (9.3, 6.5) 3.72dq(9.5,6.5)
6 1.59d (6.5) 1.56 d (6.0) 1.59d (6.5) 1.54 d (6.5)
Glu-1 5.91d (7.0) 5.87d(7.5) 5.90d(7.5) 5.88d(7.5)
2 4.19 dd (9.0, 7.0) 4.16dd (7.5, 7.5) 4.17dd (9.0, 7.5) 4.19-4.13 *
3 4.23 dd (9.0,9.0) 4.20dd {9.0,7.5) 4.23dd (5.0, 8.5} 4.214dd(9.0,9.0)
4 3.91dd (9.0, 9.0) 3.88dd (9.0, 8.0) 3.93 dd (8.5, 8.5) 3.90dd (9.0, 8.5)
5 3.98 ddd (9.0, 7.0, 2.0) 3.96 ddd (8.0, 6.5, 2.0) 3.96 ddd (8.5, 6.5, 2.0) 3.96 ddd (8.5, 6.5, 2.0)
6a 498dd(i1.5,2.0) 495 dd (12.0,2.0) 490-5.0* 4.95dd(11.5,2.0)
6b 4.65dd (11.5,7.0) 4.62dd{12.0,6.5) 4.59dd (11.5,6.5) 4.57dd (11.5,6.5)
Ram-1 6.26d(2.0) 6.24d (1.5 6.23d(1.5) 6.22d(1.5)
6.22dd (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} 6.37dd (10.0, 3.0) 6.39 dd (10.0, 3.0) 6.37 dd (10.0, 3.0)

2
3
4 4.33dd (10.0, 9.5) 4.30 dd (10.0, 9.5) 4.31dd (10.0, 9.5) 4.29 dd (10.0, 9.5)
5 4.82 dq (9.5, 6.0) 4.79 dg (9.5, 6.5) 4.81 dq(9.5,6.5) 4.79 dd (9.5, 6.0)
6 1.59 d (6.0) 1.56 d (6.5) 1.58 d(6.5) 1.56 d (6.0)

Qui-1  4.98d(8.0) 4.95d(7.5) 4974 (8.0) 4.95d (3.0)
2 3.85 dd (9.5, 8.0) 3.82dd (9.5,7.5) 3.84 dd (9.0, 8.0) 3.82 dd (9.0, 8.0)
3 4.09 dd (9.5, 9.5) 4.07 dd (9.5, 9.5) 4.10 dd (9.5, 9.0) 4.07 dd (9.0, 5.0)
4 5.25 dd (10.0, 9.5) 5.22dd (9.5,9.0) 5.24 dd (9.5, 9.5) 5.22 dd (9.0, 9.0)
5 3.69 dq (10.0, 6.5) 3.67 dq (9.0, 6.5) 3.68 dq (9.5, 6.5) 3.67 dq (9.0, 6.5)
6 1.36 d (6.5) 1.32 d (6.5) 1.34 d (6.5) 1.32d (6.5)

a2 2.81ddd (150,75,3.5) 2.79dd(15.5,80,30)  2.81ddd(15.0,8.0,3.0)  2.79ddd(150,85,3.0)
26 2.59ddd(15.0,9.5.25) 2.57ddd(15.5,10.0,2.5) 2.58ddd(15.0,10.0,3.0) 2.57ddd(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(1.5) 0.84 t (7.5) 0.87 t(7.0) 0.84 1 (7.0)

mb-2 _ 2.381q(7.0,7.0) 2.36 tq (1.0, 7.0) 2.381q(7.0,6.5) 2.471q(7.0,7.0)

2Me  L13d(7.0) 1.13d(7.0) 1.15d (7.0) 1.18 d (7.0)

3-Me  0.99t(7.5) 0.96 d (7.0) 0.98t(7.5) 0.93 1{7.0)

mb-2  2.491tq (7.5, 7.5) 2.47 1q (7.0, 7.0) 2.49tq (7.0, 7.0) 2.361q(7.0,7.0)

2.Me  1.17d(7.9) 1.17d(7.0) 1.20d (7.0) 1.13d (7.0)

3-Me  0.961t(7.5) 0.93 d (7.0) 0.95t(7.5) 0.95 1 (7.0)

nl2 2.84dq(7.0,7.5) 2.81 dq (7.0, 6.5) 2.84 dq (7.0, 7.0) 2.82 dq (7.0, 7.0)
3 437m 4.34 dq (6.5, 6.5) 74.35 m 4.34dq (1.0,6.5)

2Me  1.29d(7.5) 1.26 d (7.0) 1.30d(7.0) 1.284d(7.0)

3-Me  1.35d(6.0) 1.34 4 (6.5) 1.35d (6.0) 1.33 d (6.5)

3Yb yer cuadro 2.
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Cuadro 12. Desplazamientos quimicos en }a RMN >C de las orizabinas XIV-XXI
(12-19)°,

Carbono ° 12 13 14 15 16 17 18 19
Qui-1 101.33 100.89 101.15 100,95 100.38 100.87 101.14 100.95
2 7917 79.20 79.08 78.85 78.49 78.88 79.07 79.24
3 78.64 78.46 78.63 78.44 77.94 78.42 78.63 78.44
4 77.44 77.26 77.49 77.29 76.75 77.25 77.50 77.31
5 72.67 72.47 72.68 72.47 71.95 72.45 72.68 72.48
6 18.75 18.52 18.69 18.53 17.95 18.50 18.24 18.51
Glue-1 101.70 101.16 101.15 100.95 100.63 101.11 101.14 104.95
2 7938 79.20 79.44 79.24 78.68 79.18 79.43 78.837
3 77.45 717.26 77.55 77.29 76.75 77.25 77.50 7731
4 72.50 72.32 72.55 72.35 71.81 72.31 72.54 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 9561 96.36 96.52 96.32 95.85 096.34 06.52 96.34
2 70.00 69.83 70.18 69.98 69.30 69.80 70.18 69.98
3 71.49 71.30 71.48 71.29 70,79 71.27 71.48 71.29
4 79.09 78.89 79.02 78.85 78.39 78.98 79.07 78.87
3 68.85 68.65 68.87 68.67 68.13 68.62 68.85 68.65
6 18.69 18.52 18.77 18.46 18.01 18.44 18.77 18.51
Qui’-1 105.40 105.21 105.42 105.21 104 .66 105.16 105.39 105.19
2 745.34 75.16 75.33 75.14 74.72 75.25 7540 7525
3 75.58 75.38 75.57 75.37 74.72 75.21 7545 75.25
4 77.09 76.91 77.09 76.89 75.84 76.30 76.50 76.30
5 70.67 70.47 70.67 70.46 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 17332 172.82 173.31 173.51 173.32
2 34.69 3448 34.69 3447 3395 314.44 34.67 3446
11 79.38 79.20 79.54 79.32 78.68 79.18 79.51 79.25
16 14.53 14.29 14.52 14.26 13.77 14.27 14.52 14.27
mb-1 175.57 175.39 175.59 175.39 174.89 175.38 175.60 17543
2 41.35 41.14 41.34 41.11 40.62 41.11 41.33 41.11
2-Me 17.24 17.00 17.21 16.97 - 16.48 16.97 17.21 16.97
3-Me 11.98 11.74 11.97 11.73 11.22 11.80 11.96 11.80
mb’-1 175.40 175.88 176.09 175.90
2 41.21 41.69 41.93 41.72
2-Me 16.48 16.97 17.21 16.97
3Me 11.30 11.72 12.05 11.73
nl-1 175.75 175.55 175.59 175.39 175.06 175.55 175.60 175.39
2 48.71 48.50 4895 48.71 4798 48.49 48.95 48.73
3 6926 69.06 69.26 69.05 68.55 69.05 69.26 69.05
2-Me 13.63 13.39 13.54 13.29 12.88 13.37 13.55 13.31
3-Me 21.11 20.89 21.12 20.87 20.37 20.87 21.13 20.91
tg-1 167.70 167.51 167.68 167.49
2 12927 129.10 12927 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

2% Ver cuadro 3.
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Debido a la ausencia de interacciones significativas 'H-'H (ROESY, NOESY) a
través del espacio entre los protones de los res.iduos 2-metilbutanoilo y niloilo con los del
nucleo oligosacarido, nuestra atencion se enfoco en los desplazamientos quimicos (5) de
los nticleos de 'H y 3¢ de las orizabinas XIV-XXI (12-19) (cuadros 10-12) con el
objetivo de sustentar la localizacion de los residuos antes mencionados en las orizabinas
XVI (14), XVII (15), XIX (18) y XXI (19).

Las sefiales del H-6 de la glucosa y H-2 de la ramnosa involucradas en la
esterificacion de los grupos 2-metilbutanoilo (mb) y niloilo (nl) de las orizabinas XIV
(12)-XXI (19) no reflejaron ninguna variacion significativa en los desplazamientos
quimicos (8) como una consecuencia del intercambio en las posiciones de estos residuos.
Por ejemplo, las sefiales de proton en los compuestos 12-15 para H-6 de la glucosa
(cuadro 10) son muy 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 sefiales de los carbonos
C-1 de la quinovosa interna y la glucosa se encuentran en la misma posicion en los pares
14-15 (5 101.1 y §100.9) y 18-19 (5 101.1 y 100.9) (ver cuadro 12) a diferencia de las
sefiales de C—1 generadas por los compuestos 12-13 y 16-17 que aparecen separadas
entre si (A8 0.3-0.4 ppm). En la figura 41 se ilustra la region para los carbonos
anoméricos de los compuestos 17 y 19 donde se observa el cambio en el desplazamiento
quimico del carbono C-1 de la glucosa (Ad 0.2 ppm) cuando el grupo nl se encuentra

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

[ 4
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Figura 41. Seccion de los espectros de RMN de ’C correspondiente a los carbonos
anomericos (C-1) de las orizabinas XIX (17) y XXI (19).

La propuesta para explicar estas pequefias variaciones en los desplazamientos
quimicos de "’C esta relacionada con posibles cambios en la conformacion del esqueleto
de carbono macrociclico. Los nicleos de "’C afectados son los que forman parte del
sistema ciclico e indican que el glicolipido podria modificar ligeramente su conformacion
cuando un grupo de mayor volumen (niloilo) se intercambia por uno de menor tamafio
(2-metilbutanoilo) entre las posiciones C-2 y 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 propuesta para los
compuestos 12 y 13. Asi, las orizabinas XX (18) y XXI (19) tendrdn 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 solucion de K;CO; (Du et
al., 1998) en un sistema bajo reflujo liberd los acidos organicos (nilico, 2-metilbutanoico,
tiglico e isobutirico) presentes en cada uno de los glicolipidos. Cada uno de los acidos
liberados se transformé a sus correspondientes ésteres de p-bromofenacilo con la
finalidad de incrementar su peso molecular, facilitar su extraccion y disminuir las
pérdidas durante su manipulacion. La separacion de la mezcla de ésteres en cada caso se
hizo mediante CLAP en columna de fase normal (Si0,), lograndose la obtencion de los
picos correspondientes a los ésteres de los acidos 2-metilbutanoico, nilico, 2-
metilpropanoico y tiglico. Las constantes espectroscopicas y la rotacion optica [a]p + 18
(c = 1.0, MeOH) del 2-metilbutanoato de p-bromofenacilo obtenido en cada resultaron
idénticas a las descritas para el enantiomero S (Noda et al., 1987; Ono et al., 1990b).

Las constantes espectroscopicas en la RMN de 'H que presenté el nilato de p-
bromofenacilo (fig. 42) obtenido de cada uno de los glicolipidos (7-19) reflejo la
existencia de un sélo par diasteroisomérico de las dos formas posibles, i.e. 2R,35 0 25,3R
(serie eritro) y 2R3R o 283§ (serie treo) (Tai e Imaida, 1978). Las constantes de
acoplamiento (3JH_H) que presentaron los protones H-2 con H-3 cercanas a 7 Hz
establecieron la configuracion relativa treo (Maskens y Polgar, 1975; Massiot et al.,
1992). La distincion entre los dos enantiémeros (2R,3R 0 25,35) se ha efectuado mediante
la determinacion de su rotacion épticg como ésteres de p-bromofenacilo (Du et al., 1998;

Miyahara, et al., 1996; Ono et al., 1990b) o como derivados esterificados (Dagne et al.,
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1996). En la presente investigacion la determinacion de la configuracion absoluta en el
residuo de niloilo no se hizo mediante el fcgistro de su rotacion 6ptica debido a la
cantidad escasa de muestra disponible. Se utilizé como una alternativa la preparacion de
los ésteres de Mosher (Ohtani et al., 1991; Rieser et al., 1992). Asi la determinacion de la
configuracion absoluta del carbono (C-3) que soporta el grupo OH mediantec su
esterificacion con los acidos de Mosher permitiéo la identificacién inmediata del
enantiomero correcto 2R,3K 0 25,35 presente en cada uno de los residuos generados por la

hidrolisis de las orizabinas [IX-XXI (7-19).

8 g
Br—@-CHz—O—?—CH—C H—CHs;
2 3

Figura 42. Nilato de p-bromofenacilo.

De acuerdo con esta metodologia, la determinacién de la configuracion absoluta de
alcoholes y aminas quirales se establece desde la correlacion entre la configuracion de los
ésteres diasteroisoméricos 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 conformacidn preferida en donde el protén del carbinol, el carboxilo del
éster y el trifluorometilo se encuentran en un mismo plano (fig. 43a) y debido a los
efectos diamagnéticos del anillo de benceno, las sefiales de los protones Ha, Hb y Hc en el
éster (R)-MTPA se desplazaran hacia campos altos con respecto a aquellas sefales
correspondientes al derivado (S)-MTPA (fig. 43b). El efecto contrario 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 (A8 = 85 — 8g) posee un valor positivo (A3>0) €stos protofies
se encuentran del lado derecho del plano y siles negativa (A8<0) se encuentran del lado
izquierdo del mismo (fig. 43¢) (Ohtani e al., 1991).

Las constantes espectroscopicas (d 'H) de los ésteres de Mosher R y S de los
nilatos de p-bromofenacilo derivados fueron analizadas y se encontrd que cada par de
compuestos indistinguibles espectroscopicamente presentaron ambos enantiémeros de la
serie treo para los nilatos que esterificaban el niicleo oligosacérido. En el cuadro 11 se
resumen los desplazamientos quimicos (8) de los derivados () y (R)-MTPA del nilato de
p-bromofenacilo provenientes de las orizabinas X (8) y XI (9) y su aplicacion en el

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

{OMe) (P} (R)-MTPA
o Me (5)-MTPA
Lz
o
l.3 CF3
H )
/ @)

(OMe) {Ph) [R)-MTPA

(S)-MTPA o OMTPA

Ph o Ha
ofofon FTTITE
Hx Hy He .
(b) ()

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

RMN 'H.
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Cuadro 13. Efectos en el desplazamiento quimico (8) de los nutcleos vecinos al centro

C-3 de los ¢steres de Mosher del nilato de p-bromofenacilo derivados a partir de las
orizabinas X (8) y XI (9).

MTPA 3CH, AB8H 2CH; A8H H-2 A8H Configuracion
C-3
8 R 1.36 +0.07 1.30 -0.05 296 -0.03 2R
S 1.43 1.25 2.93
9 R 1.43 ~0.07 1.24 +0.07. 2.93 +0.03 2§
Ay 1.36 1.31 2.96

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 isémero 2R,3R.

OMTPA
AS = -0.03 |
A§= 005 CHa C‘:H i CHs A5 = +0.07
CoR M

R = OCH«C,H,)Br

Figura 44. Determinacion de la configuracion absoluta (R) del centro C-3 del éster de
Mosher proveniente del nilato presenfe en la orizabina X (8).
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El analisis de los glicolipidos restantes utilizando la metodologia descrita
anteriormente permitié determinar la conﬁgurécién absoluta del residuo niloilo 2R,3R en
las orizabinas IX (7), Xl (11), XIV (12), XVII (15), XVIII (16) y XXI (19) ¥ la
configuracion 25,38 en las XII (10), XV (13), XVI (14) XIX (17) y XX (18). De esta

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

Orizabina IX (7): éster intramolecular 1, 37""-{[O-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-3-D-
glucopiranosil-(1 —»4)-0-6-desoxi-2-0-(2S)(2-metil-1 -oxo-butil)-a-L-manopiranosil-
(1-2)-0-4-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil-1 -oxo-butil)-p-D-glucopiranosil-(1—-2)-6-

desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi} del 4cido (118)-1 1-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina X (8): éster intramolecular 1, 3°"*-{[0-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-B-D-
glucopiranosil-(1—->4)-O-6-desoxi-2-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil-l-oxo-butil)- o-L-
manopiranosil-(1—52)-0-6-0-(2-metil-1 -oxo-propil)-B-D-glucopiranosil-(1-—2)-6-desoxi-

B-D-glucopiranosil] oxi} del dcido (115)-1 1-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XI (9): éster intramolecular 1, 3°""-{[0-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-B-D-
glucopiranosil-(1 —)4)-0—6-desoxi-2-0—(2S,3S)(3-hidroxi-2-metil-1-oxo—butil)- o-L-
manopiranosil-(1->2)-0-6-O-(2-metil-1—oxo-propil)-B-D-glucopiranosil-(1—->2)-6-desoxi-

B-D-glucopiranosii] oxi} del acido (1 1.5)-11-hidroxi-hexadecanoico.
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Orizabina XII (10): éster intramolecular 1, 3"'-{[O—6-desoxi-4-0—(l-oxo-tiglil)-B-D—
glucopiranosii-(1—-4)-0-6-desoxi-2-O-(2-metil-1 -0x0-propil)-a-L-manopiranosil-(1—»2)-
0-6-0-(25,38)(3-hidroxi-2-metil-1 -oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-(1 —2)-6-desoxi-p-D-

glucopiranosil] oxi} del 4cido (115)-11-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XIH (11): éster intramolecular 1,3""-{[0-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-B-D-
glucopiranosil-(1-54)-0-6-desoxi-2-O-(2-metil- I-oxo0-propil)-a-L-manopiranosil-(1—2)-
0-6-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil-1 -oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-(1 —2)-6-desoxi-p-D-

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

Orizabina XIV (12): éster intramolecular 1,3"-{{O-6-desoxi-4-O-( 1-oxo-tiglil}-B-D-
glucopiranosil-(14)-0-6-desoxi-2-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil- 1-oxo-butil)-a-L-
manopiranosil-(1—-2)-0-6-0-(25)(2-metil-1 -0xo0-butil)-B-D-glucopiranosil-(1 —2)-6-

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

Orizabina XV (13): éster intramolecular 1,3"7-{[0O-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-B-D-
glucopiranosil-(l—)4)-0—6-desoxi-2-O-(2S,3S)(3—hidroxi-2-metil—1—ox0-butil)-a-L-
manopiranosil-(l—>2)-O-6-O-(2S)(2-metil-I—oxo—butil)-B-D-glucopiranosil-(1—>2)-6-

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

Orizabina XVI (14): éster intramolecular 1,37"-{[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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(152)-0-6-0-(28,38)(3-hidroxi-2-metil- 1 -oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-( 1 —>2)-6-

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

Orizabina XVII (15): éster intramolecular 1,3"""-{[0-6-desoxi-4-O-(1-oxo-tiglil)-B-D-
glucopiranosil-(1—4)-0-6-desoxi-2-0-(2S)(2-metil- 1-oxo-butil)-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 (115)-11-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XVIII (16): éster intramolecular 1,3"""-{[O-6-desoxi-4-0-(25)(2-metil-1-oxo-
butil)-B-D-glucopiranosil-(1—4)-0-6-desoxi-2-0-(2R,3 R)(3-hidroxi-2-metil-1-oxo-butil)-
a-L-manopiranosil—(l—~>2)—0-6-0—(2$)(2-metil-1-oxo-butil)-B—D-glucopiranosil-(1——>2)-6—

desoxi-p-D-glucopiranosil] oxi} del acido (11.5)-1 1-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XIX (17): éster intramolecular 1,3"""-{[O-6-deoxi-4-O-(2S)(2-metil-1-o0xo-
butil)-B—D—glucopiranosil-(I—+4)—O—6-des0xi-2-0-(2S,3S)(3-hidroxi-z-metil-l-oxo-butil)-
a-L-manopiranosil-(1 »52)-0-6-0-(25)(2-metil- 1-oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-(1-—-2)-6-

desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi} del 4cido (115)-1 1-hidroxi-hexadecanoico.

Orizabina XX (18): éster intramolecular 1,377"-{[O-6-desoxi-4-O-(25)(2-metil-1-oxo0-
butil)-B-D-glucopiranosil-(1 —4)-0-6-desoxi-2-0-(25)(2-metil-1-oxo-butil)-a-L-
manopiranosil-(1 —>2)-O—6-O-(iS,3S)(3-hidroxi-2-meti1- 1-oxo-butil)-B-D-glucopiranosil-

(1-2)-6-desoxi-p-D-glucopiranosil] oxi} del acido (11S)-11-hidroxi-hexadecanoico.
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Orizabina XXI (19): éster intramolecular 1,377-{[O-6-desoxi-4-O-(28)(2-metil-1-0xo-
butil)-B-D-glucopiranosil-(1—+4)-0-6-desoxi-2-0-(2S)(2-metil-1 -0xo-butil)-a-L-
manopiranosil-(1—-2)-0-6-0-(2R,3R)(3-hidroxi-2-metil-1 -0x0-butil)-B-D-glucopiranosil-

(152)-6-desoxi-B-D-glucopiranosil] oxi} del acido (115)-1 I-hidroxi-hexadecanoico.
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5.1.5. Actividad citotoxica de las escamoninas I (1) y II(2) y las orizabinas V-XXI
(3-19).

La evaluacion citotoxica de las escamoninas I (1) y 1I(2) y las orizabinas V—-VIII
(3-6) se efectué tomando como referencia la elipticina mediante el método de
microplacas (22 pl) y como método de cuantificacién de proteinas la tincion con
sulforodamina (Likhitwitayawuid et al., 1993). Las orizabinas XI[X-XXI (7-19) fueron
evaluadas segun el método en tubo de ensayo y utilizando la técnica de Bradford para
determinar el contenido proteico.

Los resultados obtenidos en las pruebas preliminares de la evaluacion citotoxica en
la jalapina de esta raiz (Sosa-Vasquez, 1993) mostraron una actividad significativa en dos
lineas celulares cancerosas: carcinoma nasofaringeo humano (KB) y el linfoma de
miridos (P-388) para las fracciones primarias I1I-VII (<20 pg/mL) de la jalapina. La
confirmacion de una actividad citotoxica no especifica del extracto cloroférmico
(jalapina) de esta raiz motivo el estudio fitoquimico de las fracciones primarias mas
activas, entre las cuales se encuentra la fraccion primaria de la jalapina (FPJ) con el
proposito de lograr el aislamiento de glicolipidos bioactivos. Los compuestos de esta
naturaleza con propiedades citotéxicas no se reportan con frecuencia siendo ejemplos la
tricolorina A (Pereda-Miranda, 1993) y el glicolipido mayoritario de I stans (Reynolds et

al., 1995).

La actividad citotoxica de los constituyentes mayoritarios (compuestos 1-19) de la
FPJ se 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 céncer 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 (CEso< 4 pg/mL). La orizabina VII (5) mostré
un valor de 8 pg/mL para la linea KB mientras que los compuestos analogos con una
residuo metilbutiroilo adicional en la posicion C—4 de la quinovosa externa, las orizabinas
XX (18) y XXI (19), presentaron valores de CEsp = 1.74 y 1.82 ug/mL respectivamente,
Por lo tanto, es posible suponer que las orizabinas de menor polaridad (7-9) presentaron
una mayor actividad citotoxica gracias a la mayor liposolubilidad atribuida al grupo éster
adicional que presentaron los nicleos oligosacaridos. Ademas, no se ha reportado a la
fecha un mecanismo de accion especifico, solo se ha propuesto que este tipo de
compuestos actian como ionoéforos modificando la permeabilidad de las membranas

celulares (Kitakawa et a/., 1989).
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Cuadro 14. Actividad citotéxica de las escamoninas I (1) y II (2) y las orizabinas A"
(D-XXI (19).

Compuesto Linea celular®, CEsq (pg/mi)*

HCT-15 SQC-1UISO OVCAR KB
I (escamonina I) =20 19.54 >20 7.51
2 (escamonina II) >20 18.22 19.49 10.43
3 {orizabina V) =20 19.96 >20 13.00
4 (orizabina V1) =20 >20 >20 8.0
5 {orizabina Vi) >20 17.13 =20 8.0
6 {orizabina VIII) >20 >20 >20 19.70
7 (orizabina 1X) 9.1 12.0 15.8 5.5
8 (orizabina X) 10 19.1 83 331
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 2.29
13 (orizabina XV) >20 >20 >20 1.09
14 (orizabina XVI) 13.2 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) .31 18.2 12.6 229
18 (orizabina XX) 17.4 15.8 6.3 1.74
19 (orizabina XXI) >20 il 39 1.82
Elipticina 0.24 0.096 0.13 0.04

a Abreviaciones:HCT-15, cancer de colon; SQC-1 UISO, céncer de cervix celular escamoso; KB, cancer
nasofaringeo; OVCAR, cancer de ovario.
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5.2. Analisis fitoquimico de la raiz de Ipomoea purga.

58.2.1 Obtencién de los dcidos glicosidicos metilados de la convolvulina.

La extraccion cloroférmica del material vegetal de I purga produjo 4.41 g de
jalapina y la metandlica 169.55 g de convolvulina. El total de la convolvulina se fracciond
mediante cromatografia en columna (SiO,), utilizando como eluyente mezclas de
metanol—cloroformo—acetona con un incremento gradual de la polaridad. Cada una de las
fracciones obtenidas (I-VII) se sometié a evaluacién de su potencial citotoxico en tres
lineas celulares cancerosas humanas: cancer de colon (HCT-15), carcinoma de cervix
cetular escamoso (SQC-1 UISO) y carcinoma nasofaringeo (KB) (cuadro 15). Se
encontrd que la fraccién II presenté actividad citéxica significativa (CEsp< 5 pg/ml)

contra las tres lineas ensayadas.

Cuadro 15. Actividad citotoxica de las fracciones del extracto metanolico
de Ipomoea purga.

Fraccion Linea celular® CEsp (ng/ml)
HCT-15 SQC-1 UISO KB
I 16.59 2.18 3.23
11 3.01 3.38 4.46
I1I 3.01 14.79 34.61
v 50.12 28.18 24.54
v 30.90 14.45 41.68
VI 2.81 3.63 2.88
VII 72.44 16.59 25.11

4

3Abreviaciones: HCT-15, cancer de colon, SQC-1 UISO, carcinoma de cervix celular
escamoso; KB, carcinoma nasofaringeo.
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Cada una de las fracciones se hidrolizé por separado en medio bésico y las mezclas
de reaccidbn mostraron una gran homogenefdad por cromatografia en capa fina. Este
analisis permiti6 la deteccion de dos componentes mayoritarios (Rf = 0.1 y 0.15, CHCl;-
MeOH-H,0, 6:4:1). La fraccion II (500 mg) se hidroliz6 y sometio a esterificaciéon con
diazometano para su posterior separacion y purificacién mediante cromatografia liquida
de alta presion (CLAP). El sistema cromatografico al nivel preparativo utilizado fue el
siguiente: columna NH, (uBondapak™, 19 x 150 mm), 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 pirgicos A (26) (119 mg, tg = 26.73 min) y B (27) (28.3 mg,
tg = 23.38 min) y el artefacto de reaccion 28 (12 mg, tg = 18.8 min) (fig. 45). La
purificacion de los mismos se efectué mediante el reciclaje de muestra en el mismo

sisterna cromatografico (Kubo y Nakatsu, 1990; Bah y Pereda-Miranda, 1996).

o} 26

my 000

28

27

Minutes
Figura 45. Cromatograma de los 4cidos glicosidicos metilados obtenidos a partir de la
fraccién IT de la convolvulina de Ipomoea purga. Condiciones: columna Cyyz (19 x 150
mm, 10 um); fase: CH;CN-H,0 (8:2), flujo: 4 mL/min, inyeccion: 500 pL (80mg/mL) y
detector: indice de refraccidn.
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5.2.2. Analisis de los carbohidratos presentes en los ésteres piirgicos A (26) y B (27).
La hidrolisis de los ésteres glicosidicos 26 y 27 en medio acido se efectud con el
objetivo de conocer la naturateza de sus unidades monosacaridas constitutivas mediante la
coelucion de los componentes de la mezcla problema con estindares de referencia por
cromatografia de liquidos de alta presion (CLAP). Las mezclas generadas de la hidrolisis
de los ésteres purgicos A (26) y B (27) resultaron ser idénticas y presentaron cinco
constituyentes (fig. 46). Cuatro de estos picos mostraron los mismos tiempos de retencion
que los estindares de L-ramnosa (tg = 6.9 min), D-quinovosa (tg = 7.3 min), D-fucosa (tg
= 8.3 min) y D-glucosa (tz = 13.6 min) y la coelucién de éstos cuando se inyectaron con la
muestra problema (fig. 47) comprobd la presencia de los mismos en los ésteres purgicos
A (26) y B (27). El quinto constituyente de la mezcla de hidrolisis con un tg = 9.9 min se
identifico como materia prima parcialmente hidrolizada debido a las variaciones

observadas en su abundancia relativa cuando se repiti6 la hidrdlisis 4cida de las mezclas.

ATV T
1000.00 E
E
1 %
&
800.00 4

600.00 1

400.00 l

8.3 min
9.9 min
13.6 min

i

200.00 |

100 300 500 7.00 9.00 11.00 13.00
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 movil: CH,CN-H,0 (85:15), flyjo: I mL/mL; inyeccién: 20

pL (15 mg/mL).
119




700.00

600.00

500.00 s 3 s
400.00 1
300.00-

200.00+

100.00 1 4 7

min 3.00 5.60 700 900  1.00 1300 1500

200.00 1 J‘

min 3.00 5,00 7.00 9.00 11.00 13.00 1500

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 (tg = 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 (tr =
9.9 min). Condiciones: columna para carbohidratos (Waters, 3.9 x 300 mm); fase mévil:
CH;CN-H,0 (85:15); flujo: 1 mL/mL e inyeccion: 20 pL (15 mg/mL).
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5.2.3. Anilisis de las agliconas de los ésteres pirgicos A (31) y B (32).

Los ésteres metilicos 31 y 32 derivados de los acidos convolvulinico y jalapin6lico
respectivamente, se sometieron a una reaccién de sililacion para su analisis en
espectrometria de masas (EI-MS). El ion molecular en ambos derivados no se detecto, sin
embargo, se puso de manifiesto en 31 un pico base de m/z 145 y el ion de m/z 287 (3341
%) que fueron generados por las rupturas alfa al grupo OTMS (fig. 48), de manera que el
primer ion [C4HsOTMS]" se generd por la ruptura homolitica del enlace Cy-Cy1 v el
fragmento de m/z 287 (C;H;,03) correspondié al producto de la ruptura del enlace Cu-
C,. Por lo tanto, estos fragmentos demostraron que el tamafio de la aglicona correspondia
a un C,4, es decir al acido convolvulinico (Ono et al., 1992b). El mismo fragmento de m/z
287 se observd en la muestra derivada de 32 (fig. 49) y el ion de m/z 173 (pico base)
(CeH,OTMS) identificé al éster metilico del dcido jalapinolico debido a la diferencia de
28 Daltons observada p;'«.lra este derivado en comparacion con el pico base generado por el
derivado del acido convolvulinico.

La determinacion de la configuracién absoluta del convolvulinato (31) y
jalapinolato (32) de metilo se hizo mediante la formaciéon de los ésteres de Mosher
correspondientes. Asi, la comparacion de los desplazamientos quimicos en la RMN 'H de
los derivados (R)-MTPA y (S)-MTPA de 32 y (R)-MTPA de 31 con los despritos (Ono et

al., 1993a) demostréd que ambos compuestos poseen la configuracién absoluta § en su

centro quiral C-11.
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Figura 48. Espectro de masas por impacto electronico (EI, 70 eV) y patrén de

fragmentacion generado por el derivado sililado del éster metilico del A4cido
convolvulinico (31).
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Figura 49. Espectro de masas por impacto e¢lectronico (EI, 70 eV) y patrén de

fragmentacion generado por el derivado sililado del éster metilico del 4cido jalapinolico
(32).
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5.2.4. Elucidacién estructural de los acidos glicosidicos constitutivos de la
convolvulina de Ipomoea purga.

Los ésteres purgicos A (26) y B (27) presentaron espectros de RMN '"H
practicamente idénticos. Sin embargo, el espectro de RMN 'H del compuesto 28 presentd
una apariencia diferente a la obtenida para los compuestos 26 y 27 (fig. 50). A partir de
éstos, se dedujo la siguiente informacién como resultado del anélisis de la zona con
menor sobreposicion de sefiales: 1) la existencia de cuatro unidades de metilpentosas en
todos los compuestos debido a las sefiales dobles en la zona comprendida entre 6 1.0 y 2.0
y que corresponden a grupos metilos; 2) la presencia del grupo metileno en posicion o al
carboxilo de la aglicona que se observa como una sefial triple centrada en
aproximadamente 8 2.2; 3) las sefiales simples centradas en 8 3.4 y 3.6 que fueron
asignadas facilmente a los grupos metoxilo (CH;O) en todos los compuestos. El
compuesto 28 present6 una sefial adicional centrada en & 3.8 (*C 5 60.8).

En los espectros de RMN BC (fig. 51) todos los compuestos mostraron en la region
comprendida entre § 100-105 las seiiales originadas por los carbonos anoméricos y que
de acuerdo a su namero confirmaron la presencia de 6 unidades monosacéridas. De las
cuales, do§ correspondieron a unidades de hexosas debido a las sefiales centradas en 6 62
y 63.5 que indicaron la presencia de los hidroximetilenos de estas unidades sacaridas
(Agrawal, 1992; Bah y Pereda-Miranda, 1996). En la region de campo alto (debajo de 35
ppm), el compuesto 27 mostré dos sefiales adicionales a las registradas para los
compuestos 26 y 28 centradas en § 32.2'y 35.2. Esta observacion es congruente con la

presencia del 4cido convolvulinico como la aglicona del éster pargico A (26) y, por lo
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tanto, el 4cido jalapin6lico representa la aglicona para el hexasacérido minoritario, el éster

I
ki Ny

purgico B (27).

LI L L L L LI

| LI
6 5 4 3 2 1 ppm
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, CsDN.
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Figura 51. Espectros de RMN de 3C de los ésteres plirgicos A (26) y B (27) y para el
artefacto 28. 125 MHz, CsDsN.

Debido a la gran similitud espectroscépica en la porcion oligosacérida de los
ésteres purgicos A (26) y B (27), el analisis estructural se iniciard con estos dos
compuestos de manera comparativa y se discute a continuacién.

Partiendo del conocimiento de que existen dos unidades de hexosas (glucosa) y
cuatro de metilpentosas entre las que se incluyen la ramnosa, la quinovosa y la fucosa, se
procedié a hacer la asignacion de los espectros de RMN 'H de 26 y 27 junto con los
experimentos COSY y TOCSY. En la figura 52 se ilustra el espectro COSY del
compuesto 27, en donde se aprecia que la asignacion de las resonancias solo fue posible
para los protones anoméricos y algunas sefiales resueitas; e.g. Hy, Hy y H; 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,-H, de glucosa,
H; de una unidad de quinovosa, H,-H; de la segunda unidad de quinovosa y las
correspondientes a las unidades de fucosa y la segunda de glucosa: H|-Hj; de una de ellas

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

qui'H-1

rmBl gy gy gluHAL

/N

® ramH-2

. 29 -
) @

651 & - °

ppm I.llrllEIIIIIITIIIIIIIIIl'll']llllll
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

Figura 52. Seccién del espectro CcOSY para el nucleo oligosacirido 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 aprecia en el espectro TOCSY (fig. 53), las seiiales diagndsticas tanto
para la fucosa (8 4.04-3.97 H;) como para la glucosa (8 4.18-4.12 y 4.56-4.40, He)
(Agrawal, 1992; Bah y Pereda-Miranda, 1996) se encontraron sobrepuestas y por lo tanto

no se lograron asignar completamente, denotandose en los espectros como fuc/glu’.
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Figura 53. Seccién del espectro TOCSY para ¢l nicleo oligosacarido del éster pﬁrgic.o 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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El analisis de los espectros HMQC y HMBC se hizo para lograr la asignacién de la
mayor parte de las sefiales de ">C del nicleo oligosacérido e iniciar la determinacion de la
secuencia de glicosidacion desde de las conectividades a larga distancia (*Jc.y) presentes
en el espectro HMBC de la figura 54. La conectividad entre la resonancia de H-1 (5 4.78)
de una unidad de quinovosa (qui) con la correspondiente al C—11 (5 80.10) de la aglicona

demostrd que esta unidad es el primer azicar en la secuencia del nicleo oligosacarido.

fucigiv’

fue/ghn’ C-1gh
qui’ !

\

48 = "
50, S <5
52 = 2

54

5y J‘

58

6.0

6.2
64

66 =
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105 100 95 90 85 80 75 70 65

Figura 54. Seccion del espectro de HMBC del éster purgico A (26). Asignaciones: 1,
Hyram-C,fuc/glu’; 2, Hyram-C fuc/glu’; 3, Hiqui'-C,fuc/glu’; 4, Hiqui-C,, agl; 5,
H,glu-Coqui; 6, Hfuc/glu'~Csram; 7, Hfuc/glu’—~Csram; 8, Hjram-Cyglu.
Abreviaciones: ram = ramnosa, fuc = fucosa, glu = glucosa, glu'= glucosa externa, qui =
quinovosa, qui'= quinovosa externa y agl = aglicona.

128



La correlacién observada para el carbono C-2 (8 80.85) de la quinovosa interna
con H-1 (8 5.75) de una unidad de glucosa (glu) definié a esta como la segunda unidad
monosacdrida. La secuencia de aziicares se continud con la ramnosa (ram) debido a la
correlacion entre la sefial de su hidrégeno H-1 (3 6.45) con el C-2 (5 77.83) de la glucosa
interna (glu). Las correlaciones restantes no permitieron emitir ninguna conclusion
adicional relacionada con la estructura del niicleo oligosacarido debido a las asignaciones
incompletas para las sefiales de la unidad de glucosa externa (glu’) y la fucosa (fuc). Las
conectividades para el resto del oligosacarido se establecieron como sigue: los protones
H-3 (5 5.30) y H-4 (& 4.81) de la ramnosa con los carbonos C—1 (8 100.57 y 102.92) de
las unidades no identificadas, fucosa o glucosa (fuc/glu). Es decir, la posicion en donde se
encuentra unida la fucosa podria ser el centro C-3 o C~4 de la ramnosa, conectividad
también observada entre la resonancia de H~1 de fuc/glu” (8 6.23) con las generadas por
' C-3 (5 78.18) y C—4 (3 78.91) de la ramnosa. Estas correlaciones indicaron la naturaleza
ramificada de la cadena oligosacarida. Finalmente, la {ltima correlacion fue la observada
para las sefiales H-1 (8 5.09) de la unidad de quinovosa externa (qui’) y C-2 (8 84.72) de
una de las.unidades no identificadas fuc/glu’. Por lo tanto, la secuencia de glicosidacién
podria corresponder a cualquiera de las dos posibilidades estructurales ilustradas en la
figura 55. Los superindices indican los carbonos que forman los enlaces glicosidicos en
los seis monosacaridos y la aglicona. Por ejemplo, en la estructura 1, el C-1 de la fucosa
(fuc,) esta unido con C-4 de la ramnosa (ramy), ademas, C-3 (ram;) y C-1 (ram,) de este
mismo azacar estan formando enlaces glicosidicos con el C-1 de la glucosa externa

(ghu’}) y C-2 de la glucosa interna (glu,) respectivamente.
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1 aglicona-C glu’4glu’, — qui’,
qui4qui;— gluglu,— ram,ramsram,

fuc,

2 aglicona-C fuc,fuc,— qui’,

quiqQui;—— glugiu,— ram,ramsram,

glu’
Figura 5S. Secuencias probables de glicosidacion para el nucleo oligosacarido
constitutivo de la convolvulina de Jpomoea purga. Abreviaciones: qui = quinovosa, glu =
glucosa interna, ram = ramnosa, fuc = fucosa, qui’= quinovosa externa y glu'= glucosa
externa.

Una evidencia fundamental para lograr el establecimiento de la estructura de los
¢steres purgicos A (26) y B (27) se obtuvo det anélisis de sus datos espectrométricos
(FAB). En la figura 56 se presentan los espectros de masas de los compuestos 26 y 27, de
los cuales se de;dude que los fragthéntos de m/z 1193 y 1165 corresponden a los iones
pseudomoleculares {M - H}" del;ido a las pérdidas 16gicas de 146 Daltons (CgH,gOs,
metilpentosa) a partir de cada uno de ellos. La diferencia de 28 unidades de masa entre
estos iones corroboré la asignacion previamente establecida para las agliconas de los
¢steres 26 y 27. En el patron de fragmentacion del espectro de masas del éster purgico B
(27) se observaron las pérdidas sucesivas de las unidades monosacaridas provocadas por
la ruptura de los enlaces glicosidicos (Dell, 1987): m/z 1047 [M — H — 146 (metil
pentosa)], 885 [1047 — 162 (hexosa)]”, 739 [885 - 147 (metil pentosa)]”, 593 [739 - 146
(metil pentosa)]”, 431 {593 — 162 (hexosa)]” vy el ion de m/z 285 que correspondié a la

férmula condensada de la aglicona menos un protén (C|7H;30;).
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Figura 56. FAB-MS modo negativo y patrén de fragmentacion de los ésteres purgicos A
(26) y B(27).
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Cuando un oligosacérido es lineal, la secuencia de los aziicares se establece a partir
de los incrementos de masa que separan dos iones consecutivos de una serie y por la
distribucién de las abundancias relativas de los iones; e.g. en el 4cido escamdnico A (fig.
24), la distribucion en forma regular de los fragmentos m/z 725,579,417 y 271 refleja las
pérdidas consecutivas de cada unidad para una secuencia lineal (Bah y Pereda-Miranda,
1996). Sin embargo, si el oligosacarido esta ramificado el espectro de masas muestra una
apariencia discontinua en la serie de fragmentos que representan las pérdidas de cada
unidad monosacérida (Domon et al., 1994; MacLeod y Ward, 1997; Ono et al., 1992b;
Wolfender ef al., 1992). En la figura 56 se observa la serie de fragmentos originados por
la perdida de cuatro unidades monosacaridas en el acido purgico A (26) y de seis en el
~ compuesto 27 y _la abundancia de los iones m/z de 711 para 26 y de 739 para 27
establecieron que la posiciéon de ramificacion en las éadcnas oligosacéridas de estos dos
compuestos esta en la ramnosa (fig. 56). Esta suposicion sé corroboré en el compuesto 27
por la presencia de los fragmentos de m/z 901 y 885 que se originarfan a partir del ion
pseudomolecular m/z de 1193 por la pérdida de dos unidades de metilpentosas [ 1193 ~ H
— 146 - 146] y una metilpentosa junto con una hexosa {1193 - H - 146 - 162]
respectivamente y, por lo tanto, la posicién de la ramificacién corresponde a la tercera
unidad (ramnosa) del nicleo oligosacdrido. Esta situacion también ocurre en el éster
purgico A (26) (fig. 56) donde existen dos posibles alternativas para la fragmentacion del

ion pseudomolecular [M — H}™ (m/z 1165) con la formacién de los iones de m/z 873 [M -

H - 146 - 146]" y 857 [M — H - 146 - 162]". De lo anterior, quedé establecido que la
L4
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unidad de glucosa externa (glu’) no ocupaba una posicién terminal y la secuencia de
glicosidacién deberia corresponder a la indicada con el namero uno en la figura 55.

En el compuesto 27 existe un ion de m/z 659 en mayor proporcién que el de m/z
739 [M~146-162-146]" que refleja pérdidas diferentes a las de una unidad monosacérida
(146 0 162) y debe corresponder a las generadas por rupturas en los anillos pirandsidos.
Este tipo de fragmentaciones en algunos disacaridos determina el tipo de uniones
glicosidicas (Garozzo et al., 1990, Reinhold et al., 1995), pero en carbohidratos con un
mayor niimero de unidades, las rupturas en los anillos piranésidos no se consideran como
sefiales diagnésticas para la elucidacion estructural debido a la complejidad en el nimero
de posibilidades que existen en las rupturas o a los enlaces glicosidicos dentro del anillo
(Dell, 1987).

El establecimiento de la secuencia de glicosidacion de los ésteres plrgicos A (26) y
B (27) discutida en parrafos anteriores facilito la asignacién completa de las sefiales de 'H
"y 13C (ver 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 monosacéaridos glucosa externa
y fucosa, respectivamente, las conectividades en el espectro HMBC de la fig. 54 que
restaban por asignarse para determinar los sitios de union de la ramnosa con las unidades
de fucosa y glucosa externa fueron: la correlacion entre las sefiales de protén H-4 (3 4.81)
y H-3 (5 78.18) de la ramnosa con las de los centros C-1 (8 102.92) de la fucosa y C-1

(8 100.57) de la glucosa externa, respectivamente, las sefiales de los carbonos C-3 (

78.18) y C—4 (5 78.91) de la ramnosa con las sefiales de los protones H-1 de la glucosa
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externa (3 6.23) y H-1 de la fucosa (3 5.78), respectivamente, y por ultimo la correlacién
que determino la secuencia glucosa externa-quinovosa externa entre el protéon H-1 (8
5.09) de esta ultima con el carbono C-2 (5 84.72) de la primera. De esta forma, se

completd la asignacion de las correlaciones *Jq.y en el espectro HMBC que sustentan la

secuencia de glicosidacion mostrada en la siguiente figura:

quinowosa intermna

HO CH,
HO H H-.,‘ /(CH2)90020H3
HOCH, ~0
glucosa H \
0 0 2 (CH_INCH,

quinowosa extemna

glucosa extema

HO OH H,C OH
OH

Figura 57. Correlaciones >Jc.; observadas en el espectro HMBC del éster purgico B (27,
n = 4). 1I; Hqui-Cyjagl; 2, Hpqui-H,glu; 3, H;ram-C,glu; 4, Hjyram-Cglu’; 5,
Hyram-C,fuc y 6, H qui'-Cyglu”.

134



La identificacién de las sefiales centradas en & 6.33 y 5.78 como las
correspondientes a los H-1 de la glucosa externa (glu’) y fucosa (fuc) respectivamente,
permitié la asignacién completa de las sefiales restantes para estas dos unidades sacaridas.
Como se aprecia en e! cuadro 16, para las unidades de glucosa interna (glu), glucosa
externa (glu’) y fucosa (fuc) no se determiné un desplazamiento exacto para sus sefiales
de hidrogeno debido a la sobreposicion de las mismas y, por lo tanto, la asignacién de las
resonancias de carbono se hizo a partir de los espectros HMQC y HMBC tal como se
describe a continuacion.

En el espectro HMQC (fig. 58) del compuesto 26, no fue posible asignar las
seiiales de los carbonos C-2 y C-4 de la glucosa externa a partir de las sefiales de
hidrogeno correspondientes (H-2 y H-4) debido a que se localizaron sobrepuestas en el
intervalo de desplazamif:ntos de 8 4.05-3.97. Por lo tanto, existen por lo menos cuatro
posibilidades (8 84.72, 77.45, 72.84 y 72.20) para asignar las resonancia de los carbonos
C-2 y C-4. En el caso del centro que esta formando un enlace glicosidico (C-2) su seial
se debe encontrar desplazada paramagnéticamente (Agrawal y Pathak 1996) y podria
corresponder al valor de & 84.72. Para sustentar esta deduccion, se analizaron las
conectividades existentes entre tos nicleos de carbono e hidrogeno (2JC.H) en los espectros

HMBC de la misma unidad monosacarida.
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Figura 58. Secclén del espectro HMQC del éster purgico A (26). Asignacién de las
resonancias de °C. Asignaciones: 1, 2 y 3; C,glu’/C,glu’/Csglu /C4fuc/C3qu1 4,5y6;
C,qui/Csfuc/Csglu’. Abreviaciones: glu= glucosa externa, fuc = fucosa, qun quinovosa
externa y qui =quinovosa interna. 500 MHz, CsD;N.

El espectro HMBC (fig. 59) present6 una correlacién entre la resonancia en & 84.72
con la del H-3 (8 4.52) de la glucosa externa y esta tltima con otra sefial de carbono en &
72.20 que debe ser la debida al C—4 de la misma unidad. De lo anterior, se puede concluir

que la resonancia en 8 84.72 corresponde al centro C-2 y la de §72.20 al C—4 de la

glucosa externa {glu”).
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Figura 59. Seccion del espectro HMBC del éster pirgico A (26) y asignacion de centros
de C. Conectividades: 1; Haglu'-C;qui’, 2; H,qui'—Cqui’, 3; H,glu-Cglu’, 4;
H,qui-C glu, 5; Hyglu-C,glu, 6; H,fuc—-C,fuc, 7; Hoglu—Cram, 8; Higlu'-Cyglu’, 9;
H,qui—C,qui, 10; Hyqui—Cyqui, 11; Higlu'~C,glu’, 12; Hyfue-Csfuc. 500 MHz, CsDsN.
Un ejemplo adicional del procedimiento antes descrito para la asignacion de las
sefiales de 'C con ayuda del espectro HMBC es la asignacién de los nicleos de la unidad
de fucosa. La setal C—~3 se asigné a partir de la correlacion observada en el espectro
HMBC de la figura 59, donde la sefial del carbono anomérico C-1 (& 102.92) de la fucosa
permitié determinar el desplazamiento quimico del H-2 (& 4.35-4.23) de esta unidad y

esta sefial presentd una conectividad con la de & 74.93 que correspondi6 al C-3 (& 74.93)
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de la fucosa. Las resonancias de los nicleos restantes se asignaron utilizando el espectro

HMBC de la figura 60, la sefial del H-6 (8 1.54) de la fucosa presentd conectividades
(**Jc.n) con las resonancias centradas en 872.82 y 71.01 Yy que corresponden a los

carbonos C-4 y C-5 respectivamente.
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Figura 60. Seccion del espectro HMBC para la asignacién de los carbonos C-4 y C-5 de
la fucosa. Conectividades: 1; Hgfuc-C,fuc y 2; Hgfuc—Csfuc. 500 MHz, CsDsN.

Como parte complementaria al analisis espectroscopico efectuado para la
determinacion de la estructura de los ésteres plirgicos A (26) y B (27) en la figura 61 se
presentan los efectos nucleares Overhauser con el objetivo de conﬁrmar.la secuencia de
glicosidacion descrita en la figura 57 (Agrawal y Pathak, 1996; Bah y Pereda-Miranda,

" 1996).
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Figura 61. NOESY vy correlacionés observadas del éster purgico B (27) (n = 4).
Correlaciones: 1; Hy agl~H,qui, 2; Hsram-H,glu’, 3; H fuc—H,ram, 4; Hyglu'-H,qui’, §;
H,glu-H,qui y 6; Hyram-H,glu. 500 MHz, CsDsN.

139




Cuadro 16. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para los ésters purgicos A (26), B
(27) y sus correspondientes derivados peracetilados (29 y 30)°.

Protén® 26 27 29 30
Qui-1 478 d (7.5) 4.76 d (1.5) 4.71d(7.5) 4.65d (7.5)
2 4.18-4.12* 4.18-4.12+ 4.224dd (9.5,7.5) 4.14 dd (8.0, 8.0)
3 4.63 dd (9.0,9.0) 4.62dd (8.0, 8.0) 5.78 dd (9.5, 9.5) 5.54 dd (9.0, 9.0)
4 3.52dd (9.0, 9.0) 3.52dd (8.5,8.5) 5.07 dd (9.5, 9.5) 5.02 dd (9.5)
5 3.70 dq (9.0, 6.5) 3.68 dq (9.0, 6.0) 4.13 dq (9.5, 6.0) 4.01 dq (6.0, 9.4)
6 1.45 d (6.5) 1.44 d (6.0) 1.34 d (6.0) 1.27 d (6.15)
Glu-1 5.75d (8.0) 5.74d(1.5) 5.12d(8.0) 5.06 d (8.0)
2 4.35-4.23% 432-424+ 4.22dd (9.5, 8.0) 4.14 dd (8.0, 8.0)
3 4.35-423* 432-424* 5.67 dd (10.0, 9.5) 5.62 dd (9.0, 9.0)
4 4.05-3.97* 4.04-397* 5.33dd (10.0, 10.0) 5.28 dd (9.8, 9.8)
5 380-3.74* 3.80-3.74* 4.09 ddd (10.0, 5.0, 3.0) 4.00 ddd (10.0, 6.0, 3.0)
6a 444 dd(11.0,3.0) 4.43 dd (12.0, 2.5) 4.64 - 4.58* 460 - 4.55*
6b 4.25 dd (11.0, 6.0) 4,24 dd (12.0, 5.5) 4.35 - 4,26* 4.25-4.21*
Ram-1 6.45d(1.5) 6.44 d (2.0) 5.45d(1.5) 5.40 **
2 4.85dd (1.5, 3.0) 485 ** 5.66* 5.61*
3 5.30dd (3.0,9.5) 5.30 dd (9.5, 3.0) 4.60 dd (3.4, 9.0) 4.60 -4.55*
4 4.81dd (10.0,9.5) 4.88 (9.5,9.5) 435-426* 430-421*
5 5.20 dq (10.0, 6.0) 5.19dq (9.5,6.0) 4.55-4.50* 4.50 - 4.45*
6 1.95 d (6.0) 1.94 d (6.0) 1.85 d (6.5) 1.78 d (6.0)
Gle'-1 6.23d (7.5) 6.23d(7.5) 545° 5.41 - 5.40*
2 409-397* 4.04-3.97* 4.24 dd-(8.5, 7.5) 4.17dd (8.3,8.3)
3 4.52 dd (9.0, 9.0) 4.53 dd (8.5, 8.5) 5.57dd (9.9, 8.5) 5.52dd (8.6, 8.6)
4 4.05-3.97* 4.04 -3.97* 5.29 dd (9.0, 9.0) 524 dd (9.5,9.5)
5 4.18-412*: 4.18-4.12* 435-426* 430-42%"
6a 456-450* 4.55 - 4.50* 4.55-4.50* 4.50 - 4.45*
6b 4.18-4.12* 4.18 -4.12* 4.39dd(11.7,2.0) 4.34d4d(12.0,2.0)
Qui’-1 5.09d(3.0) 5.09d(8.0) 524d(3.25% 518d(8.3)
2 4.06 dd (9.0, 8.0) 4,06 dd (9.0, 8.0) 5.50 dd (9.0, 8.25) 5.48 dd (5.0, 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) 3.62 dd (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 dg (9.5, 6.0) 3.96 dq (9.5, 6.0) 3.91dq (9.5, 6.0)
6 1.66 d (6.5) 1.66 d (6.0) 1.44 d (6.0) 1.38 d (6.0)
Fuc-1 5.78d (7.5) 577d(7.5) 5.59 d (8.0) 5.53d(8.0)
2 435-423¢* 4.32dd (9.0, 7.5) 5.80 dd (10.0, 8.0) 5.73 dd (10.0, 8.0)
3 435-423* 4.32-424* 5.59.dd (10.0, 3.0) 5.54 dd (10.0, 3.3)
4 404-397* 4.04-3.97* 5.90d (3.0) 5.83d (3.3)
5 4.18-4.12* 4.18-4.12* 435-426* 430-421*
6 1.54 d (6.0) 1.53 d (6.5) 1.33 d (7.0) 1.33 d (6.0)
Jal-2 2.321(8.0) 2.241(7.5)
1 3.80m 3.62m
14 0.91t(7.0) 0.90 1 (7.0)
Con-2 2.32t(7.0) 2341(7.4)
11 3.81m 3.65m
16 0.86 t (7.0} 0.89t(7.2)
MeQ 3405 3.63 s 3.56 s 3.56s
ayb

Ver cuadro 2.

Fuc = fucosa, Con = 11-hidroxi-tetradecanoilo.
** Se observa como sefial simple
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Cuadro 17. Desplazamientos quimicos en la RMN "°C para la porcion oligosacarida de
los ésteres purgicos A (26), B (27) y sus correspondientes derivados peracetilados (29 y

30)°.

Carbon” 26 27 29 30
Qui-1 102.15 102.36 100.93 100.89
2 80.85 80.80 77.09 76.91
3 78.47 78.43 75.78 76.02
4 77.08 77.08 74.46 74 .24
5 72.12 72.18 69.38 69.17
6 18.25 18.25 17.96 17.73
Glu-1| 102.40 102.29 101.33 101.14
2 77.83 77.81 72.70 72.57
3 76.40 76.39 76.24 76.02
4 72.53 72.53 70.00 69.83
5 77.45 77.50 72.40 72.22
6 62.81 62.31 63.39 63.17
Ram-1 100.14 160.14 97.41 97.28
2 71.73 71.77 73.85* 73.79*
3 78.18 78.18 78.63 78.40

4 78.01 78.93 77.10 76.91
5 67.69 67.69 67.81 67.63
6 [8.97 18.98 19.20 18.96
Glu’-1 100.57 100.57 102.50 102.31
2 84.72 84.76 78.41 78.22
3 76.77 76.70 75.78 75.57
4 72.20 72.28 70.02 69.83
5 79.48 79.49 69.58 69.67
6 63.32 63.32 62.77 62.55
Qui’-1 104.76 104.80 10t 73 101.52
2 76.11 76.12 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 17.94
Fuc-1 102.92 102.91 101.11 100.94
2 73.40 73.47 69.64 69.44
3 74.93 75.00 72.70 72.49
4 72.82 72.88 71.21 70.99
5 71.01 71.08 71.67 69.38
6 16.94 16,95 16.31 16.09

2Yb yer cuadro 3,*sefiales que pueden estar intercambiadas.

Fuc = fucosa.
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Cuadrol8. Desplazamientos quimicos en la RMN *C para la aglicona de los ésteres
purgicos A (26), B (27) y sus correspondientes derivados peracetilados (29 y 30)".

Carbon’ 26 27 29 30
Con-1 173.99 174
2 34.14 34.34
1 80.10 80.75
14 14.35 14.65
Jal-1 173.99 173.38
2 34.12 34.13
1 80.49 81.00
16 14.20 14.24
CH30 51.17 51.16 51.38 51.19

2¥® Ver cuadro 3, *seiiales que pueden estar intercambiadas.
Fuc = fucosa, Con = 1 1-hidroxitetradecanoilo.

El anélisis de los espectros de RMN de los derivados peracetilados 29 y 30 que
fueron preparados a partir de los ésteres 26 y 27, asi como la del artefacto del éster
purgico A (28), cuya elucidacion estructural se discutird posteriormente, proporciond
evidencias adicionales que confirmaron la secuencia de glicosidacion propuesta. A
continuacion se presentan dichos argumentos.

En las figuras 62 y 63 se ilustran los espectros de RMN 'H y '’C de los derivados
29 y 30, observéndose la gran similitud entre los mismos en la region sacérida (8 3-6.0 y
Oy 60-82). Los espectros bidimensionales COSY, TOCSY, HMQC y HMBC mostraron

las mismas correlaciones y, por lo tanto, solo se presentan los correspondientes a uno de

los derivados (29 6 30).
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Figura 62. Espectros de RMN 'H de los derivados peracetilados de los ésteres plrgicos A
(29) (superior) y B (30) (inferior). 500 MHz, CsDsN.
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Figura 63. Espectros de RMN "C de los derivados peracetilados de los ésteres purgicos
A (29) y B (30).

El andlisis de los espectros COSY de ambos derivados permitié la asignacién
completa de las resonancias protonicas. Asi en el cérrespondiente al compuesto 29 (fig.
64) se identificé la fucosa de la siguiente observacion: la sefial doble de una unidad de.
metilpentosa desplazada hacia campo bajo (8 5.90) correspondiente a H-4 mostré un
acoplamiento con H-3 (8 5.54) de *Jy.q = 3.0 Hz (Bah y Pereda-Miranda, 1996). Varias
de las resonancias que en los espectros de RMN 'H de los ésteres pirgicos A (26) y B
(27) se encuentran sobrepuestas se resolvieron en los espectros de los respectivos
derivados peracetilados y permitieron la asignacion de las sefiales de 'H y 3¢ (ver

cuadros 16, 17 y 18).
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Figura 64. Seccion del espectro COSY del derivado peracetilado del éster purgico A (29).
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La asignacion de las sefiales de °C en los espectros HMQC de los compuestos 29
y 30 se hizo sin las dificultades que se presentaron en los compuestos 26 y 27. En la
region oligosacarida (8 3.5-6.0) las resonancias de 'H se encontraron lo suficientemente

resueltas y definidas para asignar las correspondientes de '*C de cada una de las unidades

individuales del nicleo oligosacérido (fig. 65).

gl-§1
ram-3
glu’-2
ram-4
qui-2
qui-3
Juc-4

agl-
qui-4
glu-2
ghu-5
ram-5

Figura 65. Seccion del espectro HMQC para la region oligosacarida del compuesto 30.
Asignacion de las resonancias de 3¢, 1;C, agl, 2; Cyglu’, 3; Caqui, 4; Cyram, 5; Csram, 6;
Cyglu, 7; Csglu, 8; Csqui, 9; Csglu’, 10; Csqui’, 11; Csfuc, 12; Csram, 13; Ceglu’, 14;
Ceglu, 15; Cyqui’, 16; Ciglu y Csglu’, 17; Csqui, 18; Cyqui, 19; Cyram, 20; Csfuc, 21,
C,qui’, 22; Csglu y C, glu’; 23; C,fuc, 24; C,fuc.
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En el analisis de los espectros HMBC de los derivados 29 y 30 se observaron
algunas de las correlaciones CJen) (fig. 66) que también se registraron para los
compuestos 26 y 27, asi como aquellas que no fueron facilmente observadas para
discernir la posicion de la fucosa y la glucosa terminal. Las correlaciones que permitieron
sustentar inequivocamente la estructura propuesta para los ésteres purgicos A (26) y B
(27) (fig. 67) fueron las que presentaron los hidrégenos H-3 (5 4.60)y H-4 (5 4.30) de la

unidad de ramnosa con las sefiales de los carbonos anoméricos de la glucosa externa (6

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

glu’-2
ram-4

agh11
ram-3
E qui-2

—é L e & L
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4.67 .
4.83
5.0
3 = ——
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5.2 SRS —
_é 2 —= _ [ —
5. 4-3 _ = —
3 4 = ] T == ===
5.6 = = =
3 — e
3 =
5.8 b
2 f e —
-
6.0
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’

Figura 66. Seccion del espectro HMBC del compuesto 29. Correlaciones: 1; Cyjagli~
Hiqui, 2; C,glu’~H;qui’, 3; C,qui-H,glu, 4; C,ram-H,glu’, 5; Cyram-H, fuc.
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Figura 67. Seccién del espectro HMBC del éster purgico A (29) peracetilado en donde se
muestra la correlacién 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; C;glu'-H,glu" y 4; C,glu—H,glu.

En la figura 68 se muestra el espectro ROESY del mismo derivado peracetilado
(29) y algunas de las conectividades que justifican también la misma secuencia de

glicosidacion de 26 y 27.
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Figura 68. Espectro ROESY y corrélaciones observadas en el derivado peracetilado del
éster pargico A (29) donde n=2. Conectividades: 1; H,qui-Hyglu’, 2; Hyram-H,glu" y 3;
H,ram-H, fuc.
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La naturaleza del derivado 28 correspondiente a un artefacto del éster pargico A
(26) se determino inicialmente a partir del espectro de masas (FAB-MS) (fig. 69) que
mostro el ion 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 - 146] y ¢l segundo parece representar el producto de la pérdida de dos unidades
monosacaridas ademas de un grupo metilo. La diferencia de este Gltimo con el ion de m/z
1179 (1179 — 857 = 322) no corresponde a la perdida de una metilpentosa y una hexosa
(146 + 162 = 308), ni a la pérdida de dos metilpentosas (146 x 2 = 292). Si la pérdida
fuese de 292 Daltons, la diferencia con 322 sélo seria posible a partir de la pérdida de
formaldehido (CH,0) de los grupos metoxilo (Seibl, 1973). Esta observacién, sugiere la

presencia de un metoxilo sustituyendo alguna de las unidades sacdridas terminales.

100, x§

1179

857
565
Lt 1y 111“;[1 Wy 11

100 200 300 400 500 600 700 806 900 1000 1100 1200
mz

Figura 69. Espectro de masas FAB-MS (modo negativo) de 28, artefacto del éster
purgico A.
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La observacion anterior se corroboré mediante el andlisis de los espectros de RMN
bidimensionales (COSY, TOCSY, HMQC vy HMBC) que se efectué con menores
dificultades que en el caso de los €steres pargicos A (26) y B (27), ya que las sefiales
diagnosticas de 'H para la identificacion de cada unidad monosacarida fueron facilmente
distinguibles. Asi, fue posible asignar las sefiales de la fucosa a partir de la resonancia en
& 4.06 (H—4) y para las unidades de glucosa que presentaron al menos una de sus seiiales
correspondientes al proton H-6 sin sobreposicion (8 4.40 y 4.52), como se puede apreciar

en el espectro COSY de la figura 70.
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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 asignacion de las resonancias para
los hidrogenos H\~Hs de las dos unidades de quinovosa. Los desplazamientos descritos
para las sefiales con sobreposicion fueron confirmados con el espectro TOCSY y se
concluyé la asignacion de todas las resonancias de 'H en el compuesto 28 (ver cuadro 19).
La asignacion de las resonancias de "°C se hizo a partir de los espectros HMQC y HMBC
tal como se describié para los ésteres purgicos A (26) y B (27) (ver cuadro 20).

La secuencia de glicosidacion para el compuesto 28 se establecid desde las
conectividades observadas en el espectro HMBC (fig. 71), asi la interaccién entre el C—11

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

monosacarida.
-'a ﬂN = ram-3
,‘ ¥ H "$||| |
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Figura 71. Seccion del espectro HMBC del compuesto 28. Conectividades Cle): L;
H,qui-C,agl, 2; Hyram-C,fuc, 3; Hyram-C,glu’, 4; H,qui'-C,glu’, §; H,glu-C,qui, 6;
H,glu—C;ram.
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El resto de las correlaciones *Jcy fueron las que se describieron previamente para
los compuestos 26 y 27 y que se indican en las figuras 71 y 72. La Ginica diferencia que se
encontré entre los ésteres 26-27 con 28 fue la conectividad entre la sefial de un grupo
metoxilo (8 3.82) con el carbono C-2 de la quinovosa externa (qui’) (5 86.05) (fig. 72), de
tal manera que, el compuesto 28 result6 ser un artefacto de 26 con una diferencia de masa
de 14 Daltons que se observ con el ion de m/z 857 y que representé la pérdida de una

unidad de glucosa y de quinovosa con un metoxilo [1179 - 146 - 162 — 147"
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Figura 72. Seccion del espectro HMBC del compuesto 28. Conectividades Clen): 1;
H,glu'—Cqui’, 2; Hoglu-Cyram, 3; CH;0-C,qui".
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Cuadro 19. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H del éster pargico A (26) y del

compuesto 28

Protdn® 26 28
Qui-1 4,78 d (7.5) 4.88 d(7.5)

2 4.18 - 4.12* 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 5.75 d (8.0) 5.77 d(7.5)

2 4.35-4.23* 4.23 dd(8.0, 8.0)
3 435-423 % 4.20-4.11*

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

5 380-3.74% 3.77-3.70*
6a 4.44 dd (11.0, 3.0) 4.40 dd(3.0, 11.0)
6b 4.25dd (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) 5.25 dd(3.0, 9.0)
4 4.81 dd (10.0, 9.5) 4.76 dd(10.0, 10.0)
5 5.20 dq (10.0, 6.0) 5.12 dg(9.5, 6.0)
6 1.95 d (6.0) 191 d (6.0)

Gle'-1 6.23d(7.5) 6.17 &(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 456-450* 4.52 dd(2.5, 11.5)
6b 418-4.12* 4.20-4.11*

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)
3 404-397* 4.02-3.95*

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

5 3.74 dq (9.5, 6.5) 3.67-3.71*

6 1.66 d (6.5) 1.68(6.0)

Fuc-1 5.78d(7.5) 5.72 d(7.0)

2 435-423 % 4.35-4.28*

3 435-423 ¢ 4.35-4.28*

4 4.04 -3.97 * 4.06 d(3.0)

5 4.18-4.12* 4.20-4.11*

6 1.54 d (6.0) 1.51 d(6.0)

Con-2 2.32t(7.0) 2.32(7.0)

11 3.8l m 378 m

16 0.86t(7.0) 0.90 1(7.5)
MeO 3405 340

ayhb
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Cuadro 20. Desplazamientos quimicos en la RMN 13C del éster purgico A (26) y del
compuesto 28%.

CarbonoP 26 28 CarbonoP 26 28
Qui-1 102.15 102.13 Qui’-1 104.76 104.93
2 30.85 81.19 2 76.11 86.05
3 78.47 78.59 3 77.45 77.78
4 77.08 76.89 4 76.77* 77.02
5 72.12 72.26 5 73.60 73.15
6 18.25 18.22 6 18.56 18.54
Glu-1 102.40 102.21 Fuc-1 102.92 103.11
2 77.83 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 16.94 16.96
Ram-1 100.14 100.32 Con-1 173.99 173.99
2 71.73 72.10 2 34,14 34.14
3 78.18 7742 Ll 80.10 80.00
4 7891 79.31 14 14.35 14.35
5 67.69 67.81 CH30 51.17 51.16
6 18.97 18.99 CH30 Q-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

ay5 yer cuadro 18.

La generacion de artefactos como 28 se ha descrito durante la metilacién
exhaustiva de los acidos glicosidicos con diazometano (Ono et al., 1990c¢). La posicion 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 sustituciéon nucleofilica, ain

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

et al., 1999).

Como se ha mencionado anteriormente, 1a elucidacion estructural del artefacto 28
se efectud con una menor dificultad y, por lo tanto, no se necesit6é de la formacion de su
derivado peracetilado para confirmar su estructura como en el caso de 26 y 27. Ademas,
el compuesto 28 representa un derivado de 26 y es una prueba adicional a la estructura
propuesta para el nucleo oligosacarido de los acidos glicosidicos constitutivos de las
resinas de /pomoea purga.

La metilaciéon de 26 en la posicion 2 de la quinovosa externa provocd algunos
cambios en los desplazamientos quimicos de las resonancias protonica y de carbono-13,
tal como se observa en los cuadros 19 y 20. Las sefiales de ’C afectadas de forma
significativa son el centro de sustitucién C-2 de la quinovosa externa que se desplazo
paramagnéticamente (As +10), los centros C-3 (A8 -1.37) y C-5 (A8 +1.67) de la
glucosa externa y el correspondiente al C-3 (A8 —1.56) de la fucosa. Estas observaciones
reflejan cambios conformacionales en las tres unidades monosacéaridas terminales y que
también son observados mediante los cambios producidos en los desplazamientos de
algunas sefiales de hidrégeno: la sefial del H-2 (& 3.61) de la unidad metoxilada se
desplazé hacia campo alto (AS —0.4) y los desplazamientos diamagnético y paramagnético
de las resonancias de los protones H-3 (A3 -0.07) y H-5 (Ad +1.0), respectivamente, de
la glucosa externa. Estos cambios en los desplazamientos de B¢ y 'H son explicados a
partir de las siguientes conectividades observadas en el espectro NOESY (fig. 73): a) los

protones H-1 de la quinovosa interna (qui) (5 4.88) y H-3 (6 5.25), H-5 (6 5.12) de la
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ramnosa y b) los protones H-1 (8 5.23) de la quinovosa externa (qui)y H-1(5.72) de la
fucosa. Estas conectividades justifican la estructura que se presenta en la figura 73. Asi la
metilacion del éster purgico A (26) parece haber provocado un cambio conformacional en
las unidades sacaridas terminales que puede ser sustentado por el hecho de que la
sustitucién de un protén por un grupo metilo ha modificado la polaridad de esa porcion
terminal del oligosacarido 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 porcion hidrofilica esta dispuesta de manera

contraria a la cadena del acido graso (Jiang et al., 1995).
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Figura 73. Seccion del espectro NOESY y conectividades observadas en el compuesto
28. Correlaciones: 1; Hfuc-Hyram, 2; Hyqui~Hsram, 3; Hyqui-Hsram, 4; H,glu'-H,qui" y
5; H[fllC—nglu’. 500 MHZ, C5D5N.
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Las configuraciones absolutas D o L de los componentes monosacaridos en 1os
ésteres purgicos A (26), B (27) y en el artefacto de 26 (28) no se determinaron de acuerdo
a la técnica descrita por Hara et al., (1987). En la mayoria de los trabajos de elucidacion
estructural de los glicolipidos de las convolvulaceas solo se ha descrito quinovosa,
glucosa y fucosa con configuraciones absolutas D a excepcion de la ramnosa lo cual estd
de acuerdo a la consideracion de que la gran parte de los monosacaridos de origen vegetal
poseen la configuracion absoluta D a excepcion de la ramnosa (Weymouth-Wilson, 1998)
y por esa razon se considero esta configuracion absoluta en los azucares de los ésteres
purgicos A (26) y B (28). La configuracién de los carbonos anomeéricos de estos
monosacaridos se establecié gracias al registro de sus constantes de acoplamiento Be-'H
geminales (Jen) (ver éuadro 21). Segun Perlin y Casu (1969), los valores de
acoplamiento geminales son caracteristicos para cada anomero Yy difieren
aproximadamente en 10 Hz; el anoémero o presenta un valor de 170 Hz, mientras el p
tiene uno cercano a 160 Hz. Entonces, de acuerdo a los datos mostrados en el cuadro 21
todas las unidades monosacaridas poseen las configuraciones f§ excepto la ramnosa
(Agrawal y Pathak, 1996; Bah y Pereda-Miranda, 1996; Perlin y Casu, 1969).

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

Monosacdrido Compuestos 26 y 27 Compuesto 28
"Jeu (Hz) Yeu (H2)
Quinovosa interna 156.7 156.9
Glucosa interna 156.0 161.4
Ramnosa 169.2 170.7
Glucosa externa _ 162.0 156.9
Fucosa 159.0 156.0
Quinovosa externa 166.0 161.5
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De acuerdo a lo anterior, los niicleos oligosacaridos de la convolvulina de Ipomoea

purga se caracterizaron como:

Ester purgico A (26); éster metilico del acido (118)-11-{-0-6-desoxi-pB-D-
glucopiranosil-(1—2)-O-B-D-glucopiranosil-(1-3)-0-[B-D- fucopiranosil-(1—»>4)]-0-6-
desoxi-a-L-manopiranosil-(1—2)-O-B-D-glucopiranosil-(1 —»2)-6-desoxi ~f-D-

glucopirandsido}-hidroxitetradecanoico.

Ester purgico B (27); éster metilico del acido (118)-1 1{-0-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-
(12)-0-B-D-glucopiranosil-(1—3)-0-[ B-D-fucopiranosil-(1—>4)]-0-6-desoxi-o-L-
manopiranosil-(1-2)-O-B-D-glucopiranosil-(1-2)-6-desoxi —B-D-glucopirandsido} -

hidroxihexadecanoico.

Eter metilico del éster purgico A (28); éster metilico del 4cido (115)-11§{-0-6-desoxi-2-
O-metil-B-D-glucopiranosil-(1-52)-O-B-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[B-D-fucopiranosil-
(1-4)]-0-6-desoxi-a-L-manopiranosil-(1—2)-O-p-D-glucopiranosil-(1—2)-6-desoxi B- |

D-glucopiranésido}-hidroxitetradecanoico.

La existencia de dos nucleos oligosaciridos con diferente aglicona en la
convolvulina de la raiz de Jpomoea purga es una situacién analoga a la descrita para los
acidos glicosidicos de las resinas foliares de Pharbitis nil donde se aislaron 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 aglicona. Mientras que en el scido farbitico B se encuentra como
la aglicona el acido 3,2-dihidroxihexadecanoico (diOHC ), €l otro presenta el 3,11-
dihidroxitetradecanoico (diOHC,4). Este mismo hecho sucede en la jalapina de Quamoclit
pennata, cuyos acidos glicosidicos, los dcidos quamoclinico A y operculinico A se
diferencian en las agliconas que son los acidos convolvulinivo (OHCy,4) y jalapinolico
(OHC,¢), respectivamente (Ono et al., 1992b). Otros ejemplos son los acidos cusciticos A
(OHC,4) y D (OHC ) y los acidos multifidinicos A (OHC,4) y B (OHC ) obtenidos de la
convolvulina de las hojas de Cuscuta chinensis (Du et al., 1998) y de Quamoclit multifida
(Ono et al., 1997), respectivamente.

El éster purgico A (26) resulto ser el niicleo oligosacérido principal que caracteriza
la convolvulina de . purga, resultado que estd de acuerdo con la presencia del B-
quinovosido del acido convolvulinico aislado de esta misma 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 nucleos glicosidicos
ramificados con seis unidades monosacaridas junto con los aislados de Pharbitis nil (Ono

et al., 1990b) y de I. 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 nucleo oligosacarido, las

orizabinas V (3)-XXI (19) junto con las descritas escamonina I 'y IL.

6.2. Las orizabinas V (3)-XXI (19) presentaron como nucleo oligosacarido al acido
(118)-11-[0-6-desoxi-B-D-glucopiranosil-(1 —4)-0-6-desoxi-L-manopiranosil-(1—2)-0-

B-D-glucopiranosil-(l—>2)—6-desoxi-B-D—glucopiranésido]-hidroxihexadecanoico, al igual
que las escamoninas I y II. Las orizabinas V (3) —VIII (6) mostraron dos residuos acidos
esterificando al nucleo oligosacarido y las orizabinas IX (7)-XXI (19) tres. Estos residuos
4cidos fueron el metilbutanoilo, niloilo, tigloilo e isobutiroilo. El sitio de lactonizacion del
nicleo oligosacérido con la aglicona en las orizabinas fue la posicion C-3 de la unidad de
ramnosa a excepcion de la orizabina VIII (6) que fue en la unidad de glucosa (C-3).
Mediante la reaccion de Mosher se diferenciaron los pares diasteroisoméricos de los

grupos niloilo de la serie freo 2R,3R y 25,35 de las orizabinas IX (7)-XXI (19).

6.3. La evaluacion del potencial citotoxico complement el trabajo fitequimico para la
obtencion de compuestos bioactivos, ie., aquellos glicolipidos provenientes de las

fracciones de menor polaridad (orizabinas [X—XXI) mostraron una actividad citotoxica

significativa en la linea KB (EDsq< 5 ug/mL).
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6.4. Durante el analisis preliminar de la convolvulina de Ipomoea purga se caracterizaron
dos nucleos oligosacaridos novedosos, los ésteres purgicos A y B que representan
gjemplos escasos de nucleos hexasacaridos ramificados en la familia de las
convolvulaceas. La clucidacién 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.

6.5. 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 Jpomoea purga. Se propone que los
nicleos oligosacaridos de una jalapa faisa, el acido orizabico A o el escamoénico A, son
tetrasacaridos lineales cuya aglicona corresponde al acido (115)-11-hidroxihexadecanoico
(acido jalapin¢lico) y esta aglicona es diferente a la observada en el nicleo oligosacarido
principal de la raiz de fpomoea purga, el éster metilico del acido (115)-11-{-0-6-desoxi-
B-D-glucopiranosil-(1—2)-0-B-D-glucopiranosil-(1-33)-O-[ B-D-fucopiranosil-(1—-4)]-
0-6-desoxi-a-L-manopiranosil-(1 —2)-0-B-D-glucopiranosil-(1—2)-6-desoxi —p-D-
glucopiranésido}-hidroxitetradecanoipo (éster puargico A). Estas diferencias se
encontraron en concordancia con la clasificacién botanica de la familia Convolvulaceae,
va que [pomoea purga pertenece al subgénero Quamoclit (Moench) Clark, seccién
Exogonium (Choisy) Griseb, mientras que Ipomoea orizabensis ¢ Ipomoea stans estin
incluidas en el subgénero /pomoea, 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 solo se hizo en los compuestos obtenidos de las raices de I orizabensis'y de I
purga sino también en un glicolipido obtenido de la jalapina de las raices de Calystegia
soldanella, planta Europea de la familia Convolvulaceae, El tratamiento de las raices para
obtener la jalapina y el compuesto en cuestion en estado puro no se mencionan en esta
seccion debido a que solo hice la elucidacion estructural del mismo a partir de los datos
espectrométricos y espectroscopicos disponibles. La estructura de este glicolipido (fig.
A1) se dedujo de los espectros de RMN homonuclear y heteronuclear, ('H, “C, COSY,
HMQC, HMBC, ROESY) y de sus datos espectrométricos (FAB) y se propuso como la

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

R=nl; R] =1g; lemb
nl = niloilo, tg = tigloilo 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 sefiales en |a region de los
carbonos anoméricos (8 104-97.5) e indican la presencia de cuatro unidades
monosacdridas, de las cuales dos corresponden a la glucosa debido a las resonancias de
los carbonos metilénicos en & 62.98 y 61.48. También es posible proponer la presencia de
los residuos niloilo (nl) y 2-metilbutanoilo (mb) debido a las sefiales en & 48.01 y 41.51,

desplazamientos que son caracteristicos de los carbonos alfa al grupo carboxilo en cada

residuo (Bah. 1997).
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Figura A2. DEPT de la soldanelita.
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El analisis del espectro de RMN 'H (fig. A3) sugiere la presencia de los grupos
tigloilo (tg), ademas de corroborar el niloilo (nl) y 2-metilbutanoilo (mb) mediante las
siguientes sefiales: 8 7.29 (tg, H-3), 2.99 (nl, H-2) y 2.41 (mb, H-2). Las resonancias que
demuestran la naturaleza lactonica de este glicolipido aparecen en 8ca 2.72 y son debidas
a los protones CHj alfa al grupo carboxilo de la aglicona (jalapinoilo) y a diferencia de las
orizabinas V(3)-XXI(19) se observan con desplazamientos muy cercanos. La
determinacion del peso molecular por FAB-MS (modo negativo) mediante la generacion
del ion [M — H]” m/z de 1135 confirm¢ la formula molecular de CssHyOa4 que justifica la
presencia de los grupos tg, mb y nl, dos unidades 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).

M~

7.28 7 24 ppm

tg H-3 |

T T ] T T T T I T T ¥ | T T T T T T T T L] ] T T ¥ ¥ I T T T T [ T ¥ T IT
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura A3. Espectro de RMN 'H de la soldanelita.
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El estudio de los espectros COSY y TOCSY permitié la asignacion de las sefiales
de hidrégeno de cada una de las unidades monosacaridas (ver cuadro Al) y partiendo de
¢stas se asignaron las seflales de carbono mediante el analisis del espectro HMQC. Para
aquellas sefiales en las que se dificult6 esta asignacion se siguio el procedimiento descrito
en los ésteres puargicos A (26) y B (27). Las constantes de acoplamiento (3JC_H) que
presentaron los hidrogenos H-2 y H-3 de las dos unidades de metilpentosas permitieron
establecer su naturaleza. Para la ramnosa, las sefiales de los protones H-2 y H-3
correspondieron a los dobles centrados en 8y, 5.93 (3.5, 1.5 Hz) y 8y 4.79 (9.5,3.5Hz)y
para la quinovosa estas asignaciones fueron para los tripletes en &, 4.22 (9.0, 9.0 Hz) y
A3 4.25 (9.0, 9.0 Hz) (Massiot et al., 1990). La identificacién de las sefiales de los
carbonos C—1 de los residuos acidos (jal, mb, nl y tg) se hizo mediantc la observacién de
las conectividades (*Jc.) en el espectro HMBC de éstos nticleos con sus protones
adyacentes en cada residuo; e.g. H-2 del mb (8 2.42) con su sefial del centro C-1 (8
176.38) y en el caso del niloilo y del 2-metilbutanoilo, las sefiales de los carbonos C—1 de
ambos se localizaron en el mismo desplazamiento (8 176.38). Se establecio la secuencia
de glicosidacion a partir de las correlaciones *Ji.;; observadas en el espectro HMBC,
donde se dprecia que, asi como las orizabinas V(3)-XXI (19) y los ésteres purgicos A (26)
y B (27), el primer monosacdrido unido en la posicion C-11 de la aglicona es la
quinovosa que es deducido desde la correlacion del H-1(5 4.69) de este azticar con el C-

11 (6 172.8) de la aglicona (fig. A4).
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Cuadro Al. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H y C de la soldanelita para la
region oligosacarida®.

Posicion® 5 'H(500 MHZz") 8 “C (125 MHz")
Qui-1 469d(7.0) 103.63
2 4.22 dd (9.0, 9.0) 80.74
3 425 dd (9.0, 9.0) 79.13
4 3.55 dd (9.0, 9.0) 76.71
5 3.60-3.55 * 72.28
6 1.58 d (6.0) 18.32
Glu-1 5.67d (8.0) 101.54
2 4.11dd (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) 71.16
6 4.11dd(11.5,6.0) 62.98
437-4.32*

Glu -1 524d(8.5) 99.83
2 5.55 dd (10.0, 8.5) 72.80
3 5.88 dd (10.0, 10.0) 76.04
4 420 dd (10.0,9.5) 70.06
5 4.04 ddd (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 5.93 dd (3.5, 1.5) 72.88
3 4.79 dd (9.5, 3.5) 68.40
4 5.76 dd (10.0, 9.5) 75.48
5 5.22 dq (10.0, 6.0) 66.92
6 1.56 d (6.0) 17.64
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Cuadro A2. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H y "C de la soldanelita para la
aglicona y los residuos acidos®.

. Ver los cuadros 2 y3,

Posicion” 8 'H(500 MHZz") 8 C (125 MHzY
jal-1 172.84
2 2.72 33.90
1 372 m 82.01
16 0.85t(7.5) 14.16
mb-1 176.38
2 2.411q(7.0, 7.0) 41.51
2Me 1.12 d(7.0) 16.63
3Me 0.89t(7.5) i1.65
nl-1 176.38
2 299 dq(7.0,7.0) 48.00
3 4.40-4.32 * 70.36
2Me 1.52d(6.5) 13.47
3Me 1.48 d (6.5) 21.38
tg-1 167.58
2 128.20
3 7.29qq (6.5, 1.5) 138.30
2Me 1.90 d (1.5) 12.43
“3Me 1.69 dd(7.0, 1.5) 14.33
- .
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Figura Ad4. Seccion del espectro HMBC de la regién oligosacarida de la soldanelita.
Conectividades (3JC_H): 1; Coglu-H ram, 2; Cjjagl-H,qui y 3; C,glu-H,glu".

Las correlaciones restantes presentes en el espectro HMBC fueron las siguientes:
a) la sefial del carbono C-1 de una de las unidades de glucosa interna (glu) con ¢l H-2 de
la quinovosa (qui), b) la resonancia del nicleo C-1 de la ramnosa (ram) con H-2 de la
glucosa interna (glu) y ¢) la seiial C—1 de la unidad de glucosa externa (glu”) con la

correspondiente al H-3 de la quinovosa (figs. Ad y AS).
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Figura AS. Seccion del espectro HMBC de la regién oligosacarida de la soldanellita.
Conectividades (*Jep): 1: Cyram— ~Hsglu, 2; C,glu'~H;qui y 3; Cglu-H,qui.

En la seccion del espectro HMBC de la figura A6 se ilustra la determinacion de los
sitios de acilacion para el tigloilo (ig) y para la aglicona (agl), cuyas sefiales de los
carbonos C-1 (8 167.58 y 172.84) presentaron conectividades con las resonancias de los
hidrogenos H-4 (8 5.76) de la ramnosa (ram) y H-2 (& 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 el espectro HMBC no son concluyentes para los

protones H-3 de la glucosa externa (5 5.88) y H-2 de la ramnosa (§ 5.93).
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Figura A6. Seccion del espectro HMBC de la soldanelita para la determinacion de los
sitios de acilacién. Conectividades: 1; Citg-Hjram, 2; Cjagl-Hglu” y 3; Cimb/Cnl-
H,ram/H,glu’. Abreviaciones: tg = tigloilo, ram = ramnosa, agl = aglicona, glu'= glucosa
externa, mb = 2-metitbutanoilo y nl = niloilo. CsDsN.

La determinacion de las posiciones de los residuos niloilo y 2-metilbutanoilo {mb)
se hizo a partir del analisis del espectro ROESY de la figura A7, donde se observa la
correlacion que existe entre la sefial del grupo 2CH; (8 1.52) del niloilo con el H-3 (3
5.88) de la glucosa externa (glu’), por lo tanto, el residuo mb se encuentra en la posicién

C_2 de la ramnosa. Otra correlacion observada en esta misma figura es la producida entre
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el hidrégeno H-1 (& 5.86) de la ramnosa y las correspondientes a los del CH, de la

aglicona (6 3.72).
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Figura A7. ROESY dc la soldanelita. Conectividades: 1; 2CH;nl-H;glu” y 2; Hyram-
2CHjagl. Abreviaciones: nl = niloilo, ram = ramnosa y agl = aglicona. CsDDsN, 500 MHz.
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En la figura A8 se pueden apreciar mas correlaciones que sustentan la secuencia de
glicosidacién propuesta para este compuesto ademas de la debida al H-5 (3 5.22) de la
ramnosa (ram) con el H-1 (8 4.69) de la quinovosa (qui) que junto con la previamente
descrita en la figura A7 (2) sugieren que el anillo de la ramnosa esta orientado como se

ilustra en la figura A9.

ppm T Rd S 5 i it i M Lkt Wl el M WA AL L L

6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6

Figura A8. Seccion del espectro ROESY para la region oligosacarida de la soldanelita.
Conectividades: 1; Hyagl-H,qui, 2; Higlu-H,glu’, 3; Hiqui-H,glu y 4; Hsram-H,qui.
CsDsN.
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Figura A9. Correlaciones observadas en el espectro ROESY para mostrar la orientacién
del anillo de la ramnosa en la soldanelita. 1; H;qui-H,glu, 2; H;;agl-Hsglu'y 3; CHsagl-
Higlu". Abreviaciones: qui = quinovosa. glu = glucosa. agl — aglicona, glu'= glucosa
externa, mb = 2-metilbutanotilo, nl = niloilo y tg = tigloilo.

Entonces después de analizar los datos espectroscopicos y espectrométricos de
propuso la estructura de la soldanelita como la del éster intramolecular 1,3"" {[O-6-desoxi-
2-0-(2-metil-1-oxo-butil)-4-0O-(1 -oxo-tiglil)-a-L-manopiranosil-(1—3)-O-[(3-O-hidroxi-
2-metil-1-oxo-butil)-B-D-glucopiranisil-( 1 —3}]-O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-6-desoxi-p-

D-glucopiranosil] oxi} del 4cido 11-hidroxihexadecanoico.
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Espectro 20. COSY del derivado peracetilado de la escamonina I (20).
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Espectro 26. COSY del derivado peracetilado 24.
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U.N. A M Instituzo de Quimira
Dr. R. Pereda AC.35.54
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Espectro 28. HMBC del derivado peracetilado 25.
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Gradiente-COSY
OsAce + 22

Disolvente: piridina-ds

Temperatura: 298 K
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Espectro 30. COSY del derivado peracetilado del éster pargico B (30).
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