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I.INTRODUCCION

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 efectué siguiendo el método de estudio que ha
sido usado desde hace tiempo, el cual inicia con aquellas especies que se sabe
tienen antecedentes farmacoldgicos de acuerdo al conocimiento adquirido en la
medicina practicada empiricamente. Las especies seleccionadas son sometidas a
algun ensayo in vitro (actividad antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria, o
citotoxica) para asegurar la obtenciéon de sustancias bioactivas.

La actividad biolégica de estos productc;s naturales esta asociada a las
propiedades inherentes de los metabolitos secundarios que tienen diversas
funciones, 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 porciéon 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 acidos nucleicos, surgiendo asi nuevas areas de estudio
como la glicobiologia (Reinhold et al., 1995).

El estudio de compuestos que poseen cadenas oligosacaridas en las plantas
de la familia Convolvulaceae en nuestro pais se inicio gracias a los beneficios que se

obtienen de las mismas siendo de las primeras especies estudiada la raiz de



Ipomoea stans por el grupo del Dr. Enriquez del Instituto de Quimica y por el grupo
del Doctor Pereda la raiz de Ipomoea tricolor (Pereda-Miranda et al., 1993; Bah y
Pereda-Miranda 1995;1997). Esta ultima planta es utilizada ampliamente en el
Estado de Morelos como cultivo de cubierta al impedir la proliferacion de la maleza.
El resultado del estudio en /. tricolor fue el conocimiento del compuesto mayoritario y
responsable de las propiedades alelopaticas, la tricolorina A que ha tenido una
trascendencia importante que se refleja en las diversas rutas de sintesis descritas
para la misma (larwon y heathcock 1996; Furster y Mdller 1998; Lu et al., 1997;
1997a), asi como en la reciente obtencién de su estructura cristalina (Lehmann et
al., 2000). Como se aprecia, la naturaleza de estos glicolipidos ha llamado mucho la
atencion de los quimicos para desarrollar estrategias de sintesis nuevas, ademas de
la caracterizacién estructural, siendo otro ejemplo la sintesis y el estudio
conformacional de la calictionina que fue aislada de Calonyction aculeatum y es un
glicolipido con una estructura muy similar a los encontrados en las plantas de las

convolvulaceas (Jiang et al., 1995).



. ANTECEDENTES

2.1 Lafamilia Convolvulaceae y el género Jpomoea.

La familia de las convolvulaceas se encuentra ampliamente distribuida en el
mundo, siendo especialmente abundante en las zonas tropicales de Asia y América,
particularmente en regiones que presentan temporadas de estiaje. En el mundo se
estiman alrededor de 55 géneros y 1650 especies, los géneros mas representativos
son Convolvulus (250 especies), [pomoea (500 especies) y Cuscuta (170 especies).
Dentro de las angiospermas, la familia Convolvulaceae representa unas de las mas
grandes y diversas de México, reportandose 15 géneros y aproximadamente 217
especies, siendo el género Ipomoea uno de los mayoritarios con un grado de
endemismo aproximadamente del 65 %, es decir, son 104 especies presentes en
México de 160 especies en el género. La distribucion de estas especies en el pais
muestra que el endemismo de Ipomoea esta concentrado en las regiones
subtropicales de la costa del pacifico, mientras que en el golfo de México sélo hay
dos especies endémicas, /. eximia e I. purga en el estado de Veracruz, en contraste
con un area de la misma dimension de Jalisco a Oaxaca donde existen por lo menos
20 especies endémicas. A nivel subgenérico existen complejos de especies que
pueden ser caracterizadas por preferencias de habitat. Por ejemplo, las especies de
la serie Tyrintthinae estan mejor representadas en las praderas y desiertos del
Centro y Norte de México.

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

como /. phillomega e I. santillanii que se presentan como lianas tropicales y alcanzan



alturas de hasta 15 metros. Otras especies como /. imperata e I. pes-caprae crecen
a iguales longitudes pero han perdido su capacidad de enroscarse creciendo de
manera tendida para formar extensas cubiertas sobre arenas costeras. Otras
especies de las zonas aridas (/. stans, |. duranguensis e I|. sescossiana) forman
arbustos perennes lefiosos y herbaceos, que crecen hasta 1.0 metro. Las especies
Ipomoea arborescens e Ipomoea murucoides crecen en forma de arboles de madera
suave y alcanzan de 3 a 9 metros de altura.

Las flores del grupo son tipicamente conocidas por su aspecto tubular y sus
colores brillantes, generalmente con duracion efimera, limitandose a las horas
matinales. Este grupo de plantas representa uno de los elementos mas conspicuos

de la flora mexicana.



2.2 Las resinas glicosidicas en la familia Convolvulaceae

Los glicolipidos del género Ipomoea constituyen una serie de oligosacaridos
que tienen la particularidad de ser moléculas anfipaticas por la presencia simultanea
en su estructura de un nucleo oligosacarido hidrofilico y una porcion hidrofébica
constituida por la aglicona. Debido a esta caracteristica estructural, se ha postulado
que estos glicolipidos desempefian un papel importante en la quimica de la familia
de las convolvulaceas (Bah, 1997), ya que un gran nimero de sus propiedades
biolégicas pueden explicarse como un resultado de su posible accién ionoférica, e.g.
la citotoxicidad, misma que provocaria perturbaciones en las membranas celulares
(Pereda-Miranda y Hernandez-Carlos, 2002).

Se ha descrito la existencia de actividad alucinégena conocida para los
miembros del género Ipomoea, la cual se debe a la presencia de alcaloides,
compuestos caracteristicos de la familia (Stauffacher et al, 1965; Chao vy
DerMaderosian 1973; Schimming et al., 1998; Botz ef al., 1990-1991; Jenett-Siems
et al.,, 1993; 1994a; 1994b; Henrici et al., 1994). Ejemplos de la actividad bioldgica
de los alcaloides presentes en las convolvulaceas son la intoxicacién de ciertos
animales con /. parastica (Amor-Prats y Harnborne, 1993) o la actividad analgésica
de /. intrapilosa (Osuna et al., 1996). Esta familia de plantas también ha mostrado
una importante actividad alelopatica por ejemplo /. tricolor (Anaya et al., 1995)
donde se ha demostrado que los compuestos responsables son las resinas
glicosidicas presentes en las partes aéreas (Pereda-Miranda et al., 1993; 1995). En
I. stans estas resinas han demostrado propiedades anticonvulsivas (Contreras et al.,
1996), citotéxicas (Reynolds et al., 1995) y efectos vasoactivos (Perusquia et al.,

1995).



Uno de los primeros estudios que mostré la relacion entre los glicolipidos con
cierta actividad biolégica es el efectuado en las partes aéreas de /. leari donde se
aislé un glicésido denominado “Ipolearosido”. Este glicolipido demostr6 poseer
actividad anticancerigena (Sarin et al., 1973). Las glicorresinas de Ipomoea
bahiensis mostraron actividad antimicrobiana en Staphylococus aureus, Neurospora
crassa y Streptococcus faecalis (Bieber et al., 1986).

La naturaleza quimica y la complejidad estructural de las resinas glicosidicas
ha constituido un obstaculo que ha dificultado durante mucho tiempo el aislamiento
de sus constituyentes individuales y, por lo tanto, la caracterizacion de su estructura
molecular. Entre los métodos comunes de separaciéon que se han empleado para
tratar de resolver las mezclas complejas de oligosacaridos que conforman las
resinas de las convolvulaceas se cuenta con los procedimientos de particién liquido-
liquido y las técnicas cromatograficas en capa fina y columna. De las particiones, en
un principio so6lo se obtuvieron dos categorias de resinas, la fraccion poco polar y
soluble en éter denominada “jalapina” y la insoluble en ese disolvente o
“convolvulina”, de acuerdo a la clasificacion de Mayer (Ono, 1989b).

Las resinas glicosidicas representan un complejo de glicolipidos de alto peso
molecular. Por medio de la reacciéon de saponificacion (hidrélisis alcalina), se ha
logrado la separacién de los acidos organicos de cadena corta volatiles unidos por
enlace de tipo éster al nucleo oligosacarido; la subsecuente hidrolisis acida libera
acidos grasos hidroxilados y una mezcla de monosacaridos (figura 1). En el cuadro
1 se enlistan algunos de los productos que con mayor frecuencia se obtienen de los

procesos degradativos de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas.



Cabe destacar que al parecer el acido jalapindlico representa la aglicona que
con mayor frecuencia se presenta en las resinas glicosidicas del género Ipomoea.

Cuadro 1. Principales productos de la hidrélisis de las resinas glicosidicas.

Acidos volatiles Acidos grasos hidroxilados Azicares
Acido acético 7-OH-Cy, D-glucosa
Acido propiénico 11-OH-C44 (Ac. Convolvulindlico) L-ramnosa
Acido isobutirico 11-OH-C1¢(Ac. Jalapindlico) D-fucosa
Acido a—metil-B-hidroxibutirico 3,12-di-OH-C;6 (Ac. Operculénico) D-quinovosa
Acido a-metilbutirico 3-11-di-OH-C4(Ac.Ipurdlico)

Acido n-isovalérico Tri-OH-C14(Ac.Brasilidlico)
Acido tiglico

Acido cindmico

La determinacion de la estructura de las resinas glicosidicas se ha realizado
mediante el empleo de técnicas espectroscopicas y espectrométricas para la
identificacion de las dos porciones principales que se obtienen de la saponificacion
de los productos naturales: en primer lugar, la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas permite la cuantificacién de cada uno de los residuos que
esterifican al nudcleo oligosacarido a través del anadlisis de los cromatogramas
registrados, en tanto que los espectros generados por impacto electronico permiten
establecer el peso y facilitan la identificacion de los acidos grasos ligados a la
porcién oligosacarida (Bah 1997). La secuencia de union de los monosacaridos se
ha determinado por permetilacién e identificacion de los azticares metilados y de los
acetatos derivados por hidrélisis acida parcial de los polisacaridos (Okabe vy
Kawasaki, 1970). El empleo de la cromatografia de liquidos para la identificacién de
los azucares generados mediante hidrdlisis acida de las resinas soélo permite

establecer la naturaleza de éstos. Por lo tanto, se utiliza la resonancia magnética




nuclear de los acidos glicosidicos y sus derivados peracetilados para confirmar la

secuencia de glicosidacion (Bah y Pereda-Miranda, 1996).
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Figura 1. Estructura de las resinas glicosidicas de Exogonium purga (I[pomoea
purga) de acuerdo con Mannich y Schuman (1938).



2.21 Lipopentasacaridos de la familia Convolvulaceae

En la literatura se describen varios nucleos pentasacaridos presentes en
diversas especies de convolvulaceas. En Ipomoea operculata los acidos glicosidicos
operculinicos Ay B (fig. 2) fueron generados como productos de hidrélisis basica de
las operculinas IV, VII-X y XIII-XVIII (Ono, et al., 1989; 1990; 1991; 1992) ademas,
los &cidos; acético, tiglico, n-valérico, propiénico y (2S)-2-metilbutirico isovalérico.
Del mismo modo el acido operculinico A se describié también en las estoloniferinas
IV-VII (Noda et al., 1994a) de la especie Ipomoea stolonifera y también en la especie
Quamoclit pennata (Ono et al., 1992) entre otras.

Los acidos simonicos A y B (fig. 3) estan presentes en las simoninas |I-V
obtenidas a partir de la fraccion de la jalapina extraida de la raiz de Ipomoea batatas
(Noda et al., 1992a), cuya saponificacion también generé restos de acido (2S)-2-
metilbutirico, n-octanéico, n-decandico y n-dodecandico. El acido simoénico B
también se encuentra como uno de los nucleos oligosacaridos constitutivos de las
estoloniferinas I-lll (Noda et al., 1994). Los acidos organicos liberados en la
saponificacion de las estoloniferinas fueron (2S)-2-metilbutanoico, isobutanéico, n-
hexandico, n-octandico y n-decandico.

La diversidad en las estructuras de los glicolipidos de las diferentes especies
de convolvulaceas hace que no sea posible 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 , Merremia hungaiensis (Noda et al., 1994b; 1995)

y Merremia mammosa (Kitakawa et al., 1989).
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Figura 2. Acidos operculinicos A (Ry=OH, R»=Rs=H) y B (R4=H, R,=OH,
R3=CH,0H).
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Figura 3. Acidos siménicos A (R1=H, R;=OH, R3=CH,0H) y B (R1=0OH, Ry=R3=H).
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La saponificacién de las tuguajalapinas I-X, (resinas glicosidicas obtenidas de
la jalapina extraida de la raiz de Merremia hungaiensis) rindié acido operculinico A 'y
restos de acilacién de cadena larga no reportados antes en ninguna especie de la
familia convolvulaceae como los acidos palmitico, estearico y araquidénico (Noda et

al., 1994b; 1995).

Resinas pentasacaridas de Merremia mammosa

Se ha reportado la caracterizacion quimica de trece resinas glicosidicas
obtenidas a partir del extracto cloroférmico del tubérculo fresco de Merremia
mammosa.

Estos estudios se iniciaron desde hace algunos anos por el grupo de
Kitagawa (1988; 1989; 19962, 1996b) cuando se aislaron los primeros nueve
merremdsidos. Asi en las primeras publicaciones se menciona la interesante
actividad ionoférica de los compuestos presentes en estas resinas y mas
recientemente la existencia de otras cuatro resinas nuevas; los mamoésidos A, B, H;
y H; (Kitagawa et al., 1997).

Sin embargo, la elucidacion estructural de estos compuestos se efectué
recientemente (Kitakawa et al., 1997), a partir de lo cual se elucidé6 un nucleo
pentasacarido novedoso presente en los merremosidos f, g (fig. 4), hy y h2 (fig.5)
mientras que los mamésidos H¢ y H» (figura 6) poseen el nucleo pentasacarido ya
conocido que es el acido operculinico A. También, se elucidé un tetrasacarido
nombrado mamésido |. Las técnicas de analisis principales que fueron aplicadas

para la elucidaciéon estructural de los glicolipidos incluyeron la espectrometria de
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masas FAB, su variante SIMS, el analisis de los productos y la sintesis de uno de los
acidos glicosidicos (mamésido 1) a partir del (11S)-jalipinolato de metilo.

La secuencia de glicosidacion en los compuestos se establecié a través de la
metilacion del acido glicosidico respectivo seguida de la metandlisis para formar los
monosacaridos metilados en las posiciones hidréxilicas libres. Es importante
mencionar que aun 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.

HOH,C

OH
OH

Figura 4. Merremésido f (Rs= (2S)-2- metilbutanoilo, Ry= isobutanoilo) y
Merremdsido g (R41= Ry= isobutanoilo).
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Figura 5. Merremésido hy (R= (2S)-2-metilbutanocilo) y Merremésido h, (R=
isobutanoilo).

HOH,C

OH
OH

Figura 6. Mamoésido Hq: Ry= (2S)-2-metilbutanoilo, R,= isobutanoilo Mamésido Ha:
R1= Rz= isobutanoilo.
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Multifidinas 1 y I

De la jalapina de las hojas de Quamoclit x multifida, planta decorativa que es
un hibrido de Quemoclit pennata (L.) Bojer (Ipomoea (1.) quamoclit L.) y Q. Coccinea
Moench (/. hederifolia), se obtuvieron las multifidinas | y Il junto con las quamoclinas
I-IV. A partir de estos oligosacaridos se obtuvieron los productos de degradacion
basica, entre los que se identificaron dos acidos glicosidicos conocidos: los acidos
quamoclinico A (Noda et al., 1994b; Ono et al., 1992b). Los acidos multifidinicos Ay
B se obtuvieron como pentasacaridos novedosos con las mismas unidades
monosacaridas y secuencia de glicosidacion (fig. 7), pero diferente aglicona; el acido
multifidinico A es un glicésido del acido convolvulindlico mientras que el acido
multifidinico B es un glicosido del acido jalapindlico. La elucidacion estructural de
estos compuestos se hizo empleando métodos quimicos, y andlisis tanto de RMN
bidimensional como de espectrometria de masas mediante mediante bombardeo con

atomos rapidos(Ono et al., 1997).

OH

OH

o]

HO OH

OH

HOH,C

HO
HO

Figura 7. Acidos multifidinicos: A (R1=Rs=H, Ry=0H) y B (R1=H, Ry=0H, R3=C;Hs).
Acido quamoclinico: R1=0OH, Ry=H, R3=C3Hs.
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Pentasacarido de Convolvulus Microphyllus

Hildebert Wagner y Gerald Schwarting reportaron en 1997 la estructura de un
nuevo pentasacarido (figura 8) obtenido a partir de la saponificaciéon de la jalapina
extraida de Conviovulus microphyllus por medio de la cromatografia de gases

acoplada a espectrometria de masas de los azucares derivados de la hidrolisis acida

del glicésido.
OH Me
H3C HiC

HO §0H2)4

O——CH

OH
(CHo)g
3C I
COOH
HO
HO.
HO
OH

Figura 8. Estructura del acido microfilico obtenido de la jalapina de Convolvulus
microphyllus.

Pentasacaridos de Ipomoea tuberosa y Pharbitis nil

La hidrdlisis alcalina de las resinas obtenidas a partir de la fraccién insoluble
en éter o “convolvulina” (clasificacion de Mayer) generd tres acidos organicos; (2S)-
2-metilbutandico, (2R, 3R)nilico asi como tiglico, y un nuevo glicésido nombrado
como acido farbitico B, junto con los dos ya conocidos acidos farbiticos C y D. El

acido C es un nucleo pentasacarido, el B y el D hexasacaridos.
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Estos acidos glicosidicos tienen como aglicona al acido ipurélico que es el
(3S, 118)-3,11-dihidroxihexadecanoico. Su estructura se elucidé mediante el empleo

de RMN y EM (Ono et al., 1990).

Figura 9. Estructura molecular del Acido farbitico C.

Dos nuevas resinas glicosidicas llamadas woodrosinas | y |l se aislaron de la
fase insoluble en éter (convolvulina) extraida de los tallos de Ipomoea tuberosa. La
hidrélisis alcalina de ambas woodrosinas proporcioné acido (2S)-2-metilbutanodico y

el glicésido pentasacarido nombrado como acido woodrosinico A.

La hidrolisis acida resulté en una mezcla de acido jalapindlico y de los

azUcares monosacaridos ramnosa Yy glucosa. Sus estructuras también se

determinaron a partir de la espectroscopia de RMN y espectrometria de masas.
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Figura 10. Estructura molecular del Acido woodrosinico A.
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Figura 11. Estructura molecular de las woodrosinas | (1) y Il (2).
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Es importante aclarar, que la diversidad en las estructuras de los glicolipidos
en las diferentes especies hace que no sea posible establecer una correlaciéon de
tipo quimiosistematico. Asi aun cuando el género Merremia es un género diferente a
Ipomoea, existe una incertidumbre en la clasificacion de las especies incluidas en
estos géneros, 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, asi también, Pharbitis nil, probablemente
corresponda a Ipomoea nil (L.) Roth, serie Pharbitis (acido farbitico D) (Ono et al.,
1990b) por lo tanto, es probable que de la misma forma también exista sinonimia

para Ipomoea operculata.

2.3 Laespecie Ipomoea pes-caprae

En México la especie Ipomoea pes-caprae se conoce con los nombres de
batatilla, churristate de playa, hierba de la raya o rifionina. Es un bejuco frondoso y
rastrero que crece muy bien en la orilla de la playa en el limite de la marea alta,
donde forma grandes colonias. Es un bejuco suculento con tallo morado, grueso y
postrado, puede extenderse por mas de 10 metros, las hojas son simples y alternas,
reniformes (en forma de rifién), coridceas; su nombre es debido a la forma de la hoja
pes-caprae o pata de cabra, debido a la similitud de la huella de la pezufa de las
cabras. Las hojas mas largas que anchas (suborbiculares), miden de 6 a 10 cm de
largo, son de color verde obscuro con una superficie lisa y brillante, y comunmente
roidas en el apice. Los peciolos son tan largos como los limbos y también poseen

lamina ancha.
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Figura 12. Fotografia de las partes aéreas de la rifionina.

Esta especie se reconoce por su peculiar forma de tenderse sobre la arena,
pues generalmente crece guiandose sobre dos grandes tallos paralelos que se
extienden hasta medir aproximadamente 75 pies de largo. Es una planta que se
desarrolla habitualmente en playas rocosas o arenosas aunque algunas veces

también puede hacerlo a campo abierto.

Figura 13. Hierba de la raya. Bahia Chamela, Jalisco.



Ipomoea pes-caprae tiene flores llamativas de color pupura o rosadas que
pueden crecer separadas o en racimo, de 15 cm de largo. Poseen peduculos
robustos, 1-plurifloros: pedicelos mas delgados que los pedunculos. Tiene un caliz
de 5 sépalos lampifios, 6vales o suborbiculares, como de 1 cm de largo, obtusos.

Corola en forma de embudo o campana de color rosa a pupura que mide de 3 a
5 cm de largo, su limbo onduladamente lobado de 5 a 8 cm de ancho, hueca y de 10
|6bulos. Por dentro en el cuello son de un color mucho mas intenso; los filamentos, y
estambres inclusos, el estigma y estilo son blancos; estas flores solamente duran un
dia.

Los frutos consisten en capsulas o vainas, dehiscentes cuando se secan,
ovoides a globulosas de 12 a 17 mm de largo. En cada capsula se encuentran 4
semillas de color café oscuro, con muchos pelos cortos y se ven como si estuvieran

forradas de terciopelo, y éstas miden de 6 a 10 mm de largo.

Figura 14. Flor de Ipomoea pes-caprae.
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Sus semillas contienen sustancias quimicas que resultan muy venenosas para
cualquiera que quiera comerlas, excepto para un pequefio coledptero de la familia
de los gorgojos (Bruchidadae) cuyo nombre cientifico es Megacerus leucospilus, es
de la misma familia de los gorgojos que encontramos en los frijoles.

Se distribuye a todo lo largo de la costa mexicana, (aunque con mayor
endemismo del lado del pacifico) desde los estados de Sonora, Sinaloa, Jalisco,
Guerrero, Oaxaca y Chiapas, asi como también en Veracruz, Quintana Roo y
Yucatan.

Ipomoea pes-caprae es una planta medicinal usada en muchos paises para el
tratamiento de muchas enfermedades; se ha empleado en México como un remedio
natural para curar procesos inflamatorios, codlicos, trastornos renales y gonorrea
entre otras patologias. En Las salinas (Bahia Chamela) Jalisco por ejemplo se
prepara un té con las hojas secas previamente trituradas de la planta y se pone en
fomento para calmar el dolor en las zonas inflamadas. En la Sierra de los Tuxtlas en
Veracruz se utiliza para curar el asma, mientras que en la region de Misantla de ese
mismo estado se usa para curar los rifones del mal de orin, para calmar las reimas
y la lumbalgia asi como para tratar la disenteria, el dolor de cintura y sanar las
picaduras de animales ponzofosos.

Investigaciones clinicas y preclinicas han confirmado algunas propiedades
farmacologicas de esta planta. El extracto metandlico obtenido de las partes aéreas
de esta planta exhibe una actividad anticonceptiva considerable asi como también

una accién analgésica (M.M. de Souza et al.; 1999).
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El analisis fitoquimico indico presencia de esteroides, terpenoides, alcaloides y
flavonoides. Pongrapyoon et al.,, (1992) reportaron que el estracto etéreo de
Inpomoea pes-caprae inhibia la contraccion en ileum de cobayos. El fraccionamiento
de los extractos guiado por el bioensayo resultd en el aislamiento de 2 compuestos;
la B-damascenona y el E-fitol, que mostraron la misma potencia en el efecto

biolégico esperado con respecto a la propia papaverina.

El mismo extracto también mostré actividad desinflamatoria considerable en
distintos modelos experimentales, lo cual se relaciona a la presencia de varios
compuestos que interactian con los procesos bioquimicos de la inflamacion
(Pongprayoon et. al., 1991 a), 1992 b). Khan et. al. (1994) reportdé que el extracto
alcohodlico obtenido de las hojas de Ipomoea pes-caprae presenta actividad

hipoglucemiante.
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M.JUSTIFICACION

Desde la época prehispanica, se conocen las propiedades purgantes de los
miembros del género Ipomoea (Convolvulaceae), y recientemente, se ha
descubierto que poseen ademas una poderosa actividad citotoxica de posible

aplicacion terapéutica (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

Como parte de un proyecto de investigacion interdisciplinario que se conduce
en la Facultad de Quimica, se han publicado estudios sobre la actividad
antineoplasica vy fitotoxica de varios miembros de esta familia, mismos que han
evidenciado el potencial de las convolvulaceas para la busqueda de nuevos
compuestos con aplicacion terapéutica y agroquimica (Pereda-Miranda, 1995).
Desde este contexto y de acuerdo a un criterio quimiotaxonémico, se eligié a la
“hierba de la raya o rifionina” (lpomoea pescaprae) para la realizacion de un estudio
quimico. Asi, en el presente trabajo de investigacion se plantea el aislamiento de las
resinas glicosidicas solubles en la porcion lipofilica (hexano) del extracto organico
total y el establecimiento de su composiciéon quimica mediante el reconocimiento de

la estructura de los constituyentes oligosacaridos mayoritarios.
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IV.OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la estructura molecular del acido glicosidico mayoritario generado

mediante la hidrdlisis alcalina de las resinas glicosidicas presentes en el extracto

hexanico de Ipomoea pes-caprae y elucidar la estructura molecular de cuatro

lipooligosacaridos constitutivos de estas resinas.
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Objetivos particulares

Realizar la extraccion de las resinas glicosidicas solubles en hexano (la
jalapina) a partir del material vegetal.

Llevar a cabo el fraccionamiento de la jalapina via cromatografia en columna
abierta.

Realizar reacciones degradativas para determinar la composicion quimica de
la jalapina

Llevar a cabo la purificacion del acido glicosidico constitutivo de la jalapina,
utilizando métodos cromatograficos de alta resoluciéon (CLAP).

Caracterizar la estructura del nucleo oligosacarido de las resinas glicosidicas
de Ipomoea pes-caprae mediante analisis espectroscopico.

Establecer las condiciones instrumentales a nivel analitico y preparativo en la
cromatografia liquida de alta presion para aislar los constituyentes
individuales mayoritarios presentes en una de las fracciones hexanicas.
Establecer la estructura molecular de cuatro constituyentes individuales
aislados mediante métodos quimicos y técnicas espectroscépicas (RMN) y

espectrométricas (FAB-MS).
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Procedimientos generales
5.1.1 Métodos cromatograficos

Los analisis cromatograficos en capa fina (CC.F) se efectuaron de la manera
convencional, empleando placas de aluminio, recubiertas con gel de silice (silica gel
60 F2s4 , Merck) y diferentes sistemas de elucion. Se; utilizé la mezcla de H,SO4-
sulfato cérico como agente revelador, mediante calentamiento sobre una parrilla a
80 °C para llevar a cabo la oxidacion y desarrollar el color. Para las separaciones
cromatograficas en columna abierta se empled gel de silice 60 Merck (0.063-
0.200mm) como adsorbente. La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
se realizd en un cromatdégrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters
Chromatography Division Milford, MA, USA) equipado con un sistema de entrega de
disolventes 600E, un refractdmetro diferencial modelo 410 y una computadora
(Optiplex 466/Le, Dee). El control del equipo, asi como la adquisicion y el
procesamiento de la informacién se realizaron utilizando el programa Millenium 2000

Software (Waters).

5.1.2 Determinacion de las constantes fisicas

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) 'H y "*C se obtuvieron
en un aparato Varian XL-500 y en una unidad Brucker AMX-500, los cuales operaron
a una frecuencia de 500 MHz para el registro de los espectros de RMN-'H y a 125
MHz para los de C. El registro de los espectros de masas se realizé mediante el

bombardeo con atomos rapidos (FAB) y, en algunos casos, cuando se traté de una
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muestra volatil, requiri6 del acoplamiento de un cromatdgrafo de gases marca
Hewlett Packard 5890 serie Il al espectréometro de masas modelo JEOL SX-102 A,

utilizando la técnica de impacto electronico (IE) para lograr la ionizacién.

Las rotaciones épticas se determinaron en un polarimetro Perkin Elmer 241
utilizando metanol como disolvente. Los puntos de fusion no estan corregidos y

fueron determinados en un aparato de Fisher-Johns.

5.2 Material Vegetal
Para la obtencién de las resinas glicosidicas se emplearon las partes aéreas
de Ipomoea pes-caprae que se recolectaron en el municipio de La Huerta, Estado

de Jalisco en noviembre de 1989.

5.2.1 Preparacion del extracto del material vegetal de Ipomoea pes-
caprae

El material vegetal seco y pulverizado (4.057 kg) fue sometido a una
maceracion exhaustiva preliminar con n-hexano para obtener constituyentes de baja
polaridad.

Se prepararon subsecuentemente los extractos cloroférmico y metandlico. Al
término de cada una de las extracciones, se filtré y concentré a sequedad a presion
reducida. De esta manera, se obtuvo el extracto hexanico con un peso de 40.6 g, el
extracto cloroférmico con un peso de 8 g y el extracto metandlico con un peso de

119 g.

26



5.3 Fraccionamiento primario del extracto hexanico por cromatografia
en columna

El fraccionamiento de los 40.6 g del extracto hexanico se llevd a cabo
mediante cromatografia en columna abierta, la cual se empaco con 250 g de gel de
silice. En primer lugar, se inicio la elucién con n-hexano obteniéndose dos fracciones
de 500 mL cada una. Posteriormente, se increment6 gradualmente la polaridad con
los sistemas de elucion constituidos por n-hexano-CHCI3;, CHCI3-Me,CO, y CHCl3-
Me,CO-MeOH.

Se colectaron 74 fracciones de 125 mL cada una. Cada fraccion se analizé
mediante cromatografia en capa fina y se reunieron todas aquellas que resultaron
similares. De esta forma, se generaron ocho fracciones (que contienen las mezclas
de glicolipidos) numeradas como fraccion IV a fraccion Xl. En el cuadro 2 se resume
el fraccionamiento realizado mediante cromatografia en columna abierta del extracto
hexanico.

Cuadro 2. Resumen del fraccionamiento preliminar mediante cromatografia
en columna abierta del extracto hexanico.

Eluyente Proporcion | Fracciones |Fracciones reunidas | Claves | Peso (g)
n-hexano 100 1-2 27-29 FIvV 1.0236
n-hexano-CHCI; 3:1 3-6 30-40 FV 3.3379
n-hexano-CHCI; 1:3 7-11 41-48 FVI 3.8482
CHCI, 100 12-18 49-52 FVII | 4.1475
CHCI;-Me,CO 75:25 19-23 53-58 Fvill | 2.8931
CHCI;-Me,CO 1:1 24-27 59-65 FIX 1.011
CHCI3-Me,CO-MeOH | 45:45:10 28-43 66-67 FX 0.3617
CHCI;-Me,CO-MeOH | 47.5:47.5:5 44-51 68-76 FXI 0.6968
CHCI3-Me,CO-MeOH | 47:45.4:7.6 52-65
CHCI;-Me,CO-MeOH | 40:40:20 66-75
CHCI;-Me,CO-MeOH | 25:25:30 76

La fraccion FV se utilizo para el desarrollo del presente trabajo.
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54 Purificacion de la fraccion primaria FV mediante cromatografia
en columna abierta

La fracciéon FV (3.3379g) se sometidé a un proceso de purificacion mediante
cromatografia en columna abierta, empleando 56.30 g de gel de silice de fase
inversa (C-18) como adsorbente y eluyendo con MeOH. Se colectaron 17 eluatos
que se reunieron para obtener 5 fracciones, por criterio cromatografico (CCF) se
optd por desechar la | y la V, y reunir las fracciones Il, Ill y IV (el proceso de
fraccionamiento se resume en el cuadro 3). Al final del proceso se obtuvieron 3.1906
g de la FV purificada.

Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento mediante cromatografia en columna
abierta de la FV hexanica.

Eluyente Eluatos | Fracciones
MeOH puro 1-3 |
4 [l

5-9 i
10-11 \%
12-17 \Y

5.5 Preparacion de derivados
5.5.1 Hidrdlisis alcalina

La fracciéon FV purificada se sometié a una hidrdlisis alcalina. A 200 mg de la
muestra problema se adicionaron 5 mL de KOH al 5%, la mezcla de reacciéon se
mantuvo en reflujo (95 °C) con agitacion durante dos horas. Al término de este
tiempo, se ajusté el pH a 4 con HCI 4N vy, posteriormente, se extrajo con Et,O (3x10
mL). La fase etérea proporciond una mezcla de acidos grasos la cual fue analizada
por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. La fase acuosa se

extrajo de nuevo con n-butanol (3x10 mL) y se concentro a presion reducida.
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Posteriormente, la fraccion resultante FV-S se sometido a una reaccion de

acetilacion.

5.5.2 Reaccion de acetilacion

La fase organica (butandlica) obtenida de la hidrélisis alcalina se sometio a
una reacciéon de acetilacion. A 80.3 mg de FV-S se adicionaron 10 mL de Ac,0y 7
mL de piridina. Esta mezcla se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente por 24
horas, al término de las cuales se adicionaron 5 mL de agua destilada y se procedio
a la extraccion con AcOEt (3x10 mL). La fase organica se traté con HCI 1N (5x5mL)
y agitacion, lavando por ultimo con agua destilada (3x5mL). La fase organica se

sec6 con Na;SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida (FV-SA).

5.5.3 Reaccion de alquilacion con diazometano
El producto de reaccion de acetilacion FV-SA (60 mg) fue sometido a una

reaccioén de alquilacién con diazometano para obtener el derivado metilado FV-SAM.

5.5.3.1 Preparacion del diazometano

Una disolucién de KOH (5 g en 7.5 mL de agua), 25 mL de EtOH y 15 mL de
éter, se hizo reaccionar con 30 mL de una disolucién etérea de N-metil-N-nitroso-p-
toluen-sulfonamida (30 mg). La mezcla de reaccibn se mantuvo en agitacion
continua en bafo maria (58-60 °C). EI CHy;N, generado se colecté mediante

destilacion en 20 mL de éter en bafo de hielo.
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5.5.3.2 Reaccioén de alquilacion
Se adicioné un exceso de la solucién etérea de diazometano a la fraccion
FV-SA, previamente disuelta en éter, para llevar a cabo la reaccién de alquilacion.
La adicién del agente alquilante se suspendié cuando ceso la emision del gas

N2 en la mezcla de reaccion.

5.5.4 Hidrdlisis acida

Se adicionaron 10 mL de HCI 1N a 45 mg de la fracciéon FV-S, la mezcla se
calent6 a reflujo (90 °C) durante 5 horas. Posteriormente, se diluyé la mezcla de
reaccion con 5 mL de H,O y se extrajo con Et;O (3x10mL). La fase etérea
proporciond la aglicona. La fase acuosa se neutralizé6 con KOH y se extrajo con n-
butanol (6x10 mL) agitando fuertemente en cada extraccion. La fase butandlica se
lavé con H,O (2x5 mL) y se concentré en un rotaevaporador hasta sequedad total
para obtener una mezcla de monosacaridos, la cual se analizé por espectroscopia
de RMN 'H.
5.5.4.1 Analisis de la mezcla de carbohidratos mediante RMN

Se realiz una comparacion entre los espectros de RMN 'H de la mezcla de
monosacaridos obtenida de la hidrélisis acida y los registrados para muestras

auténticas de los siguientes azucares: glucosa, ramnosa, fucosa y quinovosa.
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5.6 Compuesto acetilado-metilado.
Separacion mediante HPLC

Con el propésito de lograr la purificacion del acido glicosidico peracetilado y
metilado mayoritario presente en el extracto hexanico de Ipomoea pes-caprae, fue
necesario el empleo de la cromatografia de liquidos (HPLC) a nivel analitico y

preparativo para efectuar su posterior analisis espectroscépico (RMN).

5.7 Aislamiento y purificacion de glicolipidos de la fraccion primaria
FV de Ipomoea pes-caprae por HPLC

5.7.1 Obtencion de la estoloniferina lll, y de las pescapreinas |, Il y lll

Las pruebas preliminares para lograr la separacion de los glicolipidos
individuales se efectuaron en columnas analiticas de fase inversa (C4g) con un
sistema de deteccion inicial en el UV (240 nm) y flujos de elucién de 0.7 ml. El modo
de deteccion se cambidé al indice de indice de refracciébn cuando se encontré un
sistema cromatografico adecuado que consistié en una columna analitica C4s y una
fase movil de CH3;CN-MeOH (9:1). Por medio de HPLC en nivel preparativo
aplicando las técnicas de sobrecarga de columna y corte del nacleo (Bidlingmeyer,
1992; Hostettmann, 1986), se agotd la fraccion FV hexanica primaria para reunir
cantidades suficientes de las subfracciones: A (tx=9 a11min.), B (tg = 11.8 min.), C
(tr =12.9 min.), D (tg = 13.5 min.), E (tr = 14.3 min.), F (tg = 15.2 min.), G (tg = 16.1
min.), H (tg = 17.5 min.), I (t = 18 2 28.5 min.), J (tr = 29.7min.), K (tr = 33.4 min.), L
(tr = 36.7 min.), y M (tg = 39.6 min.).

Las subfracciones B, D, G y H se reinyectaron en una columna Cisg
preparativa con un sistema de elucion binario constituido por CH3CN-MeOH (9:1). Se

aplico la técnica de reciclaje de la muestra (Kubo y Nakatsu, 1990), utilizandose de
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10 a 20 ciclos para obtener la maxima separacion de los constituyentes de estas
subfracciones. Se obtuvieron 15.8 mg de la estoloniferina Ill a partir de la
subfracciéon B, 7.6 mg de la pescapreina | a partir de la subfraccion D, 53.2 mg de la
pescapreina Il a partir de la subfraccion G, y 8 mg de la pescapreina lll a partir de la
subfraccién H. Se realiz6 el anadlisis espectroscopico y espectrométrico de estos
compuestos y se determinaron sus constantes fisicas (punto de fusién y dispersion

oOptica rotatoria).

_ Estoloniferina Il (1) (tg = 11.8 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 120 -123 °C; RMN 'H
y °C (cuadros 6 a 9); FAB-MS (modo negativo) m/z : 1221 [M - H]", 1137 [M-H -
CsHgO]", 1067 [M=H — C1oH1g0]", 837 [M — H — C1oH180 — CgH1¢04 — CsHgOJ", 545,

417, 271; HRFAB-MS nm/z : 1221.7040 [M — H]™ ; Cs1H105024, requiere 1221.6996.

Pescapreina | (2) (tg = 13.5 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 120 -123 °C; RMN 'H y
3C (cuadros 6 a 9); FAB-MS (modo negativo) m/z :1235 [M — H]", 1165 [M — H —
C4HGO]~, 837 [M —H- C12H220 = C6H1oO4 == C4HGO]‘, 545, 417; HRFAB-MS m/z :

1235.7147 [M — H]_ ’ C52H107024, requiere 1235.7152.

Pescapreina Il (3) (tz = 16.2 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 120 -123 °C; RMN 'H y
3C (cuadros 6 a 9); FAB-MS (modo negativo) m/z : 1249 [M — HJ", 1165 [M-H —
CsHsO]™, 1067 [M — H — C12H220], 837 [M — H — C42H20 — CgH1004 — CsHsOJ,
545, 417, 271; HRFAB-MS nm/z : 1249.7224 [M — H] ; Ce3H109024, requiere

1249.7308.
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Pescapreina lll (4) (tg = 17.5 min): Sélido amorfo blanco; p.f. 120 -123 °C; RMN 'Hy
3C (cuadros 6 a 9); FAB-MS (modo negativo) m/z : 1263 [M — H]", 1165 [M — H —
CeH100]7, 1081 [M — H — C42H220], 837 [M - H - C12H220 — CgH1004 — CeH100]",
546, 417, 271; HRFAB-MS m/z : 1263.7499 [M — H] ; Ceg4H111024, requiere

1263.7465.

Glicolipido: |[Tr(min) |c (g/100 ml) ([alsse |[c]s7s |[0)sae |[0t]ase |[o]ses
Estolon. Il (1) 11.8 2.01 -64 -67 -76 | -124 | -185
Pescapr. | (2) 13.5 0.19 -81 -86 | -102 | -161 | -242
Pescaprll (3)| 161 0.43 70 | 72 | -82 | 135 | 201
Pescaprld)| 17.5 0.81 60 | 64 | 71 | 117 | 176

Cuadro 4. Resultados de la dispersion oOptica rotatoria efectuada para los
glicolipidos aislados de Ipomoea pes-caprae (1- 4).

5.8 Cromatografia liquida de alta resolucion
5.8.1 Purificacion del derivado FV-SAM mediante HPLC
5.8.1.1 Condiciones instrumentales: nivel analitico
Columna: Symetry Cqs, tamafo de particula 5 pm; 4.6 mm de diametro interno x
250 mm de longitud (Waters)
Fase movil: Acetonitrilo-Agua (95:5)
Flujo: 1 ml/min
Detector: indice de refraccion
Volumen de inyeccién: 10 pL
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucién: isocratica
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5.8.1.2 Condiciones instrumentales: nivel preparativo
Columna: SymetryPrep Cqg, tamafio de particula 7 pm, 19 mm de diametro
interno x 300 mm de longitud (Waters)
Fase movil: Acetonitrilo-Agua (95:5)
Flujo: 9 mL/min
Detector: indice de refraccion
Volumen de inyeccién: 500 pl
Sensibilidad: 128 RIU

Tipo de elucién: isocratica

5.8.2 Separacion y purificacion de glicolipidos de la Fracciéon V primaria
5.8.2.1 Condiciones instrumentales: nivel analitico

Columna: Symetry C4g, tamano de particula 5 pm; 4.6 mm de diametro

interno x 250 mm de longitud (Waters)

Fase movil: Acetonitrilo-MeOH (9:1)

Flujo: 0.7 ml/min

Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccion: 10 pL

Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucidn: isocratica
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5.8.2.2 Condiciones instrumentales: nivel preparativo
Columna: SymetryPrep C1s, tamafio de particula 7 um, 19 mm de
diametro interno x 300 mm de longitud (Waters)
Fase movil: Acetonitrilo-MeOH (9:1)
Flujo: 9 mL/min
Detector: indice de refraccion
Volumen de inyeccion: 500 pl
Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucién: isocratica
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VLRESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extraccién y fraccionamiento

El procedimiento de extraccién realizado al material vegetal (l[pomoea pes-
caprae) permitié obtener 40.6 g de extracto hexanico, 83 g de extracto cloroférmico,
y 119 g de extracto metandlico. La seleccidén primaria de Ipomoea pes-caprae se
realizé de acuerdo a un criterio quimiotaxonémico, el cual considera las semejanzas
del metabolismo secundario entre las especies filogenéticamente relacionadas y, por
lo tanto, se esperaba la identificacion de las resinas glicosidicas caracteristicas de
todas las especies pertenecientes a la familia de las convolvulaceas. El extracto
hexanico se fraccion6 de manera preliminar mediante cromatografia en columna
abierta sobre gel de silice iniciando el sistema de elucion con hexano,
posteriormente se incrementd gradualmente la polaridad con sistemas hexano-
CHCI3, CHCI3-Me,CO, y CHCI3-Me,CO-MeOH lo que permitid la obtenciéon de ocho
fracciones primarias FIV-FXI (ver Parte Experimental, inciso 5.4). En la figura 15 se
ilustra el cromatograma generado mediante CCF de las fracciones FV a FIX. Esta

técnica permitié el agrupamiento de las respectivas fracciones primarias.

: f-s:z«a@ﬁ

4
ih‘%

EY FVI FVI FVII FIX

Figura 15. Cromatogramas en capa fina de las fracciones primarias FV a FIX
(sistema de eluciéon: CHCI3-MeOH, 9:1).
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La fracciébn FV se sometié a una purificacion inicial para la eliminacién de
pigmentos mediante cromatografia en columna abierta usando fase inversa

obteniendo finalmente 3.3379 g.

6.2 Hidrdlisis acida
A partir de la hidrdlisis acida de los acidos glicosidicos podemos obtener en la
fase organica la aglicona mientras que en la fase butandlica se recupera la mezcla

de monosacaridos constitutivos del oligosacarido.

6.2.1 Identificacion de Carbohidratos por RMN

Soélo un monosacarido mayoritario contenido en la mezcla de carbohidratos
obtenida a partir de la hidrdlisis acida de la fraccion primaria FV se identifico
mediante el registro del espectro unidimensionales de RMN 'H de la mezcla y su
posterior comparacién con los generados por cada uno de los estandares indicados
en el apartado 5.6.4.1. De acuerdo con este andlisis, el espectro de la mezcla de
hidrolisis presenta sefales muy parecidas a las del espectro del estandar de
ramnosa y, por lo tanto, se confirmd que el oligosacarido estaba compuesto
principalmente de este carbohidrato.

En los espectros completos de RMN 'H registrados para el estandar de
ramnosa y para la mezcla de monosacaridos (sobre todo las senales que se
encuentran centradas entre 3 y 4 ppm) puede observarse una similitud (figuras 16 y

17).
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Figura 16. Arriba, espectro de RMN 'H del estandar de
completo de RMN 'H de la mezcla de monosacaridos.
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Figura 17. Expansion de las sefales centradas entre 3 y 4 ppm de los dos espectros
de la figura anterior. Izquierda; espectro del estandar de ramnosa. Derecha; espectro

de la mezcla de hidroélisis.
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Se estableci6 la naturaleza del segundo monosacarido constitutivo del
oligosacarido como la fucosa mediante el empleo de las técnicas espectroscopicas
bidimensionales en la RMN de los productos naturales. El analisis realizado se
explicara detenidamente en los apartados que incluyen la elucidaciéon estructural del

nucleo oligosacarido.

6.3 Hidrdlisis alcalina. Determinacion de los acidos grasos
esterificados.

La fase etérea obtenida de la reacciéon de hidrélisis alcalina se analizo
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y se obtuvo
el cromatograma que se presenta en la figura 18. El andlisis por espectrometria de
masas de los picos correspondientes se presenta en el cuadro 4. La identificacion de
cada uno de los constituyentes de esta mezcla se realiz6 mediante la comparacion
de los patrones de fragmentacion observados para cada una de los picos con los

generados por muestras auténticas.

Figura 18. Cromatograma de gases obtenido para la fase organica de la
hidrdlisis alcalina.
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Figura 19.

Espectros de masas para los acidos grasos de la fase etérea
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tg (min) Identificacién
6.89 M +102(2);87(33);74 (100); 57(50);41(28);39(8) Acido metil bu-
tirico

847 M 116 (2);99(3);87(21);73 (63); 60 (100); 41(16) ; 39(7) Acido caprdico

14.72 M 172 (12); 155 (3); 143 (12); 129 (62); 115 (15); 112 (12); Acido decandico
87 (20); 73 (100); 60 (90); 57 (40); 43 (35); 41 (30)

16.15 M <148 (90);{M-1} 147 (100); 131 (25); 103(40); 102 (20); 77 (25); Acido cinamico
74(8);51(20); 50 (8); 39 (5); 38 (4)

1753 M 200 (15); 183 (2); 171 (18); 157 (40); 143 (10); 129 (48); Acido dodecandico
115(20); 101 (15); 85(33); 73 (100); 60 (80); 43 (44); 41 (30)

Cuadro 5. Andlisis mediante CG-EM de la fase organica obtenida de la hidrdlisis
acida de FV.

Estos acidos se encuentran esterificando diferentes posiciones del nucleo
oligosacarido, al hidrolizarlos se liberan. Este analisis cromatografico Gnicamente

permitio su identificacion, sin poder determinar la posicion de esterificacion en la

cadena oligosacarida.
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6.4 Derivado acetilado-metilado. Analisis y purificacion mediante HPLC

Con el propésito de lograr la purificacion del acido glicosidico mayoritario
presente en el extracto hexanico de Ipomoea pes-caprae, se requiri6 de la
implementacién de la técnica de HPLC en nivel analitico y preparativo. La primera
permitié determinar las condiciones instrumentales mas adecuadas, en tanto que la
segunda, se utilizé con el fin de separar y purificar al derivado mayoritario para su
posterior analisis espectroscopico. Los procedimientos en nivel preparativo utilizaron
las técnicas de sobrecarga de columna y corte de nucleo, asi como el rasurado y el
reciclaje de picos (Bah y Pereda- Miranda, 1996). La aplicaciéon de esta metodologia permitié la
separacion del pico con tiempo de retencion de 12.5 minutos a partir del

cromatograma analitico ilustrado en la figura 20.

El producto acetilado-metilado (FV-SAM) se analiz6 mediante RMN para
verificar su pureza. Se utilizé la senal centrada en 2.47 ppm como diagnéstica, la
cual deberia aparecer como un triplete correspondiente al metileno en posicion alfa

al grupo carbonilo de la aglicona.
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Figura 20. Cromatograma generado mediante HPLC a nivel analitico por el
producto FV-SAM .

Es importante enfatizar que el escalamiento de estas condiciones
instrumentales analiticas a un nivel preparativo, como son la dimensién de la
columna, la cantidad de muestra y la velocidad de flujo de elucién (Ver Parte
Experimental, apartado 5.9.3) resulté en una disminucién en el tiempo de retencion
de la muestra problema, sin representar un impedimento para la purificacion exitosa

del acido glicosidico (figura 21).
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Figura 21. Cromatograma correspondiente a la purificacion mediante HPLC del
derivado peracetilado-metilado FV-SAM en donde se ilustra el empleo de las
técnicas de corte de nucleo, rasurado de pico y reciclaje de la muestra. Condiciones
instrumentales: columna C4g (19 X 300 mm, 7 um); fase mévil: CH3CN-H,0 (95:5).

44



6.5 Aislamiento y purificacion de los glicolipidos individuales a partir de la
fraccion primaria hexanica.

Una vez efectuado el analisis cromatografico y la separacién del acido
glicosidico peracetilado y metilado obtenido a partir de la saponificacion, acetilacion
y metilacién de la fraccion hexanica FV, se iniciaron las primeras pruebas de
purificacion en cromatografia liquida de alta presion en fase inversa (C4g) con esta
fraccion sin derivatizar. La cromatografia en capa fina de esta fraccion demostré la
presencia de componentes visibles al UV y, por tal razén, las primeras pruebas de
separacion en HPLC se efectuaron con un detector de UV-VIS. También, se
realizaron pruebas de separacion con un detector IR (figuras 22 y 23 ). Estos analisis

se realizaron empleando CH3CN puro como fase movil.
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Figura 22. Andlisis mediante HPLC de la fracciéon primaria FV. Condiciones
instrumentales: columna Cg (4.6 X 250 mm, 5 um); fase movil: CH3CN; flujo de
elucion: 0.7 mL/min; detector: UV (240 nm); volumen de inyeccién de la muestra: 10
pL (1 mg/100 pL) .
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Figura 23. Analisis mediante HPLC de la fraccién primaria FV hexanica. Condiciones
instrumentales: columna C4g (4.6 X 250 mm, 5 um); fase movil: CH3CN puro; flujo de
eluciéon: 0.7 mL/min; detector: IR: volumen de inyecciéon de la muestra: 10 pL (1
mg/100 pL).
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Al haber una escasa coincidencia entre los dos cromatogramas, se presenté
el problema de elegir el método mas confiable. Por lo tanto, se realizaron pruebas de
colecta de subfracciones con ambos detectores, se observd que en el método que
utilizé la luz UV (240 nm) hubo una relacién muy pobre entre la intensidad de los
picos y la cantidad de la subfraccion colectada: Por lo tanto, se descartd el uso de
este ultimo y se eligi6 el método cromatografico con el detector de indice de
refraccion. Finalmente, se decidié agregar un poco de metanol a la fase moévil para
aumentar la afinidad de la fase estacionaria por los componentes de la mezcla. Con
la presencia del disolvente protico polar (MeOH), los tiempos de retencién
aumentaron ligeramente y la resolucion del cromatograma se mejord
considerablemente. En la figura 24 se ilustra el perfil cromatografico en nivel
preparativo empleando un detector de indice de refaccién y la fase movil compuesta
por CH3CN-MeOH (9:1).

El fraccionamiento de FV en una columna Cig en nivel preparativo mediante
de corte de nucleo se efectud para reunir cantidades suficientes de las subfracciones
A-M (apartado 5.8). De estas se inyectaron las subfracciones B, D, G y H de manera
independiente para utilizar la técnica de reciclaje de muestra, y asi poder separar

sus constituyentes (Bah y Pereda-Miranda 1996; Kubo y Nakatsu, 1990).
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Figura 24. Cromatograma de liquidos de la fraccién primaria FV a una escala
preparativa. Condiciones instrumentales: columna C4s (19 X 300 mm, 7 um); fase
movil: CH3CN-MeOH (9:1); flujo de elucion: 9 mL/min; volumen de inyeccién de la
muestra: 500 pL (60 mg/ ml); detector: indice de refraccion.

6.5.1 Separacion de los glicolipidos 1- 4.

Tomando en cuenta que se obtuvo una buena resolucion en la separacion de
las subfracciones B a H se considero que las condiciones anteriormente utilizadas
para el nuevo fraccionamiento de la FV eran adecuadas para la separaciéon de los
glicolipidos presentes en cualquiera de estas subfracciones. El recicléje de las
muestras B, D, G y H permitié la purificacion de los compuestos 1 — 4 (figuras 25 a

28).
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Figura 25. Cromatograma de liquidos de la subfraccién B. Aplicacion del reciclaje
de la muestra para la purificacion de la estoloniferina Illl (1). Condiciones
instrumentales: columna C4g (19 X 300 mm, 7 um); fase moévil: CH3CN-MeOH (9:1);
flujo de elucion: 7 ml/min: volumen de inyeccion la muestra: 500 pl (30 mg/ml).
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Figura 26. Cromatograma de liquidos de la subfracciéon D. Aplicacién del reciclaje de
la muestra para la purificacion de la pescapreina | (2). Condiciones instrumentales:
columna: Cq5 (19 X 300 mm, 7 um); fase movil: CH3CN-MeOH (9:1); flujo de elucion:
7 ml/min; volumen de inyeccién de la muestra: 500 pl (15 mg/ml).
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Figura 27. Cromatograma de liquidos de la subfraccion G. Aplicaciéon del reciclaje
de la muestra para la purificacion de la pescapreina Il (3). Condiciones
instrumentales: columna Cqg (19 X 300 mm, 7 pum); fase movil: CH3;CN-MeOH (9:1);
flujo de elucion: 9 ml/min; volumen de inyeccion de la muestra: 500 pl (30 mg/ml).

Es importante mencionar que para la obtencion de los compuestos 1 y 2 fue
necesario disminuir la velocidad de flujo para incrementar el tiempo de retencion,
con esto se logr6 mejorar la separacidbn de los constituyentes al evitar la

sobreposicion de los picos durante su reciclaje a través de la columna.
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Figura 28. Cromatograma de liquidos de la subfraccion H. Aplicacién del reciclaje de
la muestra para la purificacién de la pescapreina Il (4). Condiciones instrumentales:
columna Cyg (19 X 300 mm, 7 um); fase movil: CH3CN-MeOH (9:1); flujo de elucion:
9 ml/min; volumen de inyeccién de la muestra: 500 pl (30 mg/ml).
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6.6  Elucidacion estructural del acido glicosidico

El registro de los espectros unidimensionales de RMN 'H y *C del acido
glicosidico peracetilado y metilado fue el primer paso para obtener una informacién
general acerca de su estructura. La primera observaciéon importante fue el nimero
de senales dobletes observadas entre los desplazamientos quimicos de 1 y 2 ppm
en el espectro de RMN 'H. Estas, corresponden a protones de los grupos metilo de
las 6-desoxihexosas.

Estas sefales diagnésticas, junto con el nimero de sefales singuletes
caracteristicas de los grupos metilo, presentes entre 2 y 2.5 ppm, tipicas de
unidades de acetato, fueron las evidencias necesarias para establecer que el
numero de unidades monosacaridas presentes en el nicleo oligosacarido es de

cinco y todas metilpentosas.

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 28 2.0 1.5 ppm

Figura 29. Espectro de RMN 'H del derivado peracetilado-metilado FV-SAM.

53



Con el auxilio de las técnicas espectroscépicas bidimensionales en la RMN
(COSY, TOCSY) y, al considerar que el nucleo estd compuesto de cinco
metilpentosas, ademas de que éstas son en su mayoria ramnosa (por el analisis de
carbohidratos descrito en el apartado 6.2), se pudo resolver la asignaciéon de las
sefales para los protones metinos centrados entre 4.0-5.7 ppm. Esta zona presentd
una gran complejidad en su multiplicidad producto de la sobreposicion de las
sefales. También, se logrd identificar la presencia de la fucosa como la quinta
unidad sacarida del ndcleo oligoscarido a través de los valores para las constantes
de acoplamiento observados para esta unidad sacarida (Pereda-Miranda y Bah,
2003). Finalmente, de las correlaciones C-H se logré establecer la secuencia de

glicosidacion y proponer la estructura molecular del acido glicosidico.

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 30. Espectro de RMN "3C del derivado peracetilado-metilado FV-SAM
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El procedimiento de asignacién se inici6 localizando las sefiales mejor
resueltas y diagnosticas; e.g. H, para la fucosa, asi como las cinco senales
anoméricas y H4 para una de las unidades de ramnosa. Como segundo paso, se dio

seguimiento a los cuadros de conectividades para estas sefales en el experimento

COSY, como se ilustra en la figura 31.
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Figura 31. Seccion del espectro COSY para la porcion oligosacarida del acido
glicosidico. Correlaciones (*Ju.+): A; Fuc Hy-Hz, B; Fuc Hy-Hs, C; Fuc Hs-Hs, D; Ram
H,-Hs, E; Ram Hs-Hg, F; Ram Hs-Hs, G; Ram’ Hy-Hy, H; Ram’ Ha-Hj, I Ram’ Hi-Hy.
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Posteriormente, se procedid6 a localizar las sefiales adicionales que
correspondian a cada una de las unidades sacaridas en el espectro TOCSY vy, por
altimo, se completé la secuencia de interacciones vecinales (*J.4) de nueva cuenta

con la ayuda del experimento COSY.

¢ —4.0
H-4— - H4 =
H-5—§ =
H-2— _
H-3 @ o -4.5
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H-1-W -5.0
H-1 =~ H';3 . ~5.5
e H-Z"g: g;
?0349 H-3
" pom

R T e S5 ————T v
ppm 5.5 5.0 4.5

Figura 32. Seccion del espectro TOCSY para la porcion oligosacarida del acido

glicosidico. Abreviaciones: Ram = ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa
interna inferior.
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En las figuras que ilustran los espectros COSY (Fig. 31) y TOCSY (Fig. 32),
se aprecia que la asignacion de las resonancias para la porcién sacérida solo fue
posible para tres metilpentosas, entre las que se incluyen la fucosa y dos unidades
de ramnosa. Las tres unidades monosacaridas se nhombran en todos los espectros
con las abreviaciones Fuc, Ram y Ram’, respectivamente.

Cuadro 6. Desplazamientos quimicos en RMN 'H y *C del 4cido glicosidico
peracetilado y metilado FV-SAM.

Posicion Protén® Carbono®

Fuc-1 498 * 99.68
2 436(dd, 10.1,7.7) 74.53

3 5.51(dd, 10.1, 3.5) 74.53

4 5.58 * 71.08

5 4.04 (q, 6.3) 67.09

6 1.24(d, 6.4) 15.88
Ram-1 553 (d, 1.4) 97.37
2 5.63(dd, 3.3, 1.7) 70.51

3 5.75(dd, 9.9,3.2) 71.00

4 4.22(dd, 9.7,9.7) 80.13

5 491 (dq, 9.7, 6.0) 67.84

6 1.69(d, 6.1) 18.14
Ram-1__ 5.44(d, 1.6) 99.13
2 5.51(dd, 3.1, 1.6) 72.34

3 449 (dd, 8.7, 3.1) 78.66

4 4.25(dd, 8.7, 8.7) 78.66

5 4.31 (dq, 8.7, 5.8) 67.84

6 1.61(d, 5.8) 18.27

2 Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan
en ppm en relacion al TMS. Los acoplamientos (J) se encuentran en paréntesis y
estan expresados en Hz.

indican sefales sobrepuestas.
Abreviaciones; s = sefial simple, d = sefal doble, t = sefal triple, q = sefal
cuadruple. Las asignaciones se basaron en los experimentos 'H-'H COSY vy
TOCSY.
® Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan
en ppm relativos al TMS.
Todas las asignaciones se basan en los experimentos HMQC.
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El establecimiento de la secuencia de glicosidacion se inicié considerando, en
primer lugar, los desplazamientos quimicos de las sefales localizadas facilmente en
los experimentos COSY y TOCSY para las tres metilpentosas. En segundo lugar,
partiendo del conocimiento de que los grupos hidroxilo de los azucares se
convirtieron en ésteres de acetato por tratamiento con anhidrido acético y piridina
(ver Parte Experimental, apartado 5.6.2) y que esta reaccién acetil6 sélo a los grupos
hidroxilo disponibles en el ndcleo oligosacarido original (en los oligosacaridos
cualquier grupo hidroxilo de un azucar puede perder su disponibilidad a la reaccion
de acetilacién al estar enlazado con el carbono anomeérico de otro, i.e. formando un
acetal en los enlaces glicosidicos), entonces las sefiales cuyos desplazamientos
quimicos aparecieron a campos altos por arriba de 5.3 ppm indicaban las
respectivas posiciones de glicosidacién de las metilpentosas y, las que estuvieron
por debajo correspondian a las posiciones anomeéricas y de acetilacion. El efecto
desprotector mas fuerte del grupo acetato (que desplaza las resonancias a campos
mas bajos) con respecto al efecto de los enlaces etéreos glicosidicos hizo posible la
distincion de las posiciones que estan glicosiladas, de aquellas que estan acetiladas.

Tomando en cuenta esta explicacion, se propuso la situaciéon estructural
ilustrada en la figura 33 para cada una de las tres metilpentosas encontradas.
Finalmente, se llegé a la secuencia completa de glicosidaciéon para el compuesto a
partir de las principales conectividades observadas en los espectros HMBC, mismas

que se ilustran en las figuras 34y 35.
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oa~L-ramnosa (Ram) a-L-ramnosa (Ram’)

B-D-fucosa (Fuc)

Figura 33. Propuestas estructurales para cada una de las tres metilpentosas del
nucleo oligosacéarido. Abreviaciones: AcO. = posicion acetilada, Glic. = posicion
glicosidada.
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Figura 34. Seccién del espectro HMBC y conectividaes heteronucleares 3Jc.y
observadas en el del acido glicosidico peracetilado-metilado FV-SAM. Correlaciones:
A; CiRam-HyFuc y B; C{Ram’-H;Ram.
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Figura 35. Seccién del espectro HMBC del acido glicosidico peracetilado y metilado
en donde se muestra la correaciéon entre el C-1 de la fucosa con el H-11 del resto
jalapinolato (aglicona) .

Con estas evidencias y considerando que hay dos unidades adicionales de

bR

ramnosa (que se nombran como Ram” y Ram’), se logr6 establecer la estructura
del derivado peracetilado y metilado obtenido a partir de la saponificacién de la FV

hexanica (Fig. 36).
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Figura 36. Estructura del derivado FV-SAM. Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram =
ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa interna inferior, Ram” = ramnosa externa
superior, y Ram™ = ramnosa externa inferior.

Los resultados anteriores permitieron establecer la estructura del acido
glicosidico constitutivo de las resinas de la especie Ipomoea pes-caprae como el
11-O-a -L-ramnopiranosil-(1—3)-0-[O-a-L-ramnopiranosil (1—4)] a-L-ramnopiranosil-
(1— 4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-p-D-fucopirantsido del &cido . (11S)-11-
hidroxihexadecanoico, que es el mismo nucleo oligosacarido presente en la jalapina
de la planta Ipomoea stolonifera e Ipomoea batatas y conocido como el acido

siménico B (Noda et al., 1992; 1994).
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6.7 Elucidacion estructural de los glicolipidos 1-4

Debido a que los cuatro compuestos aislados poseen al acido siménico B
como su nucleo oligosacarido constitutivo, la elucidacion estructural de cada uno de
estos constituyentes individuales (obtenidos a partir de las mezclas de glicolipidos
de la fracciébn hexanica FV de Ipomoea pes-caprae), se realizd mediante la
comparacioén de sus respectivas constantes espectroscopicas, y su diferenciacion se
logré a través del analisis individual de la espectrométria de masas. Los cuatro
compuestos presentan practicamente las mismas sefiales en los espectros de RMN
'H y BC (figuras 37, y 38). Sin embargo, presentan diferencias en sus pesos
moleculares debido a la diversidad en los acidos que se encuentran esterificando a

los azucares de la cadena oligosacarida.

6.7.1 Asignacion de sefiales de RMN 'Hy *C

La asignacién de las sefiales de RMN 'H y °C se realizé6 mediante técnicas
bidimensionales homonucleares (COSY, TOCSY). Este analisis permitié la
asignacion de las cuatro unidades de ramnosa y la Unica de unidad de fucosa. Es
importante mencionar que la asignacién fue mas sencilla en los glicolipidos naturales
que en el acido siménico B debido a que hay una mayor dispersion de las sefales

del nucleo oligosacarido (figura 39 ).
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Figura 37. Espectros de RMN 'H de los glicolipidos aislados 1- 4. Se indican las
senales que identifican los residuos de 2-metilbutanoilo (mb, H-2), isobutanoilo (ib,
H-2), n-hexanoilo o caproilo (hx, H-2), n-decanoilo (dI, H-2) y n-dodecanoilo (ddl, H-
2); 500 MHz, CsDsN.
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Figura 38. Espectros de RMN de 3C de los glicolipidos aislados 1-4 (espectros A-D,
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Figura 39. Region oligosacarida de los espectros de RMN 'H. Arriba: derivado
peracetilado-metilado (FV-SAM). Abajo: dlicolipido natural pescapreina Il (3).
Abreviaciones; Ram = ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa interna inferior,
Fuc = fucosa.

El procedimiento de asignacion de las resonancias de las resinas 1- 4 se
realizé6 del mismo modo que en el caso del acido siménico B, primero se inici6é
localizando las sefiales mejor resueltas y diagnésticas; e.g. H, para la fucosa, asi
como las cinco sefiales anoméricas y H4 para una de las unidades de ramnosa.

Como segundo paso, se dio seguimiento a los cuadros de conectividades para estas

senales en el experimento COSY, como se ilustra en las figuras 40 y 41.
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Figura40. Seccion del espectro COSY para la porcién oligosacarida del glicolipido 1.
Correlaciones (*Ju.+)en sefial cruzada: A1; Ram Hq-Hy, A2; Ram Ho-Hs, A3; Ram Hs-
H4, A4; Ram H4-Hs, A5; Ram Hs-H4, B1; Ram’ H4-H,, B2; Ram’ Ho-Hs, B3; Ram’ Hs-
Hs, E1; Fuc Hy4-Hy, E2; Fuc H,-Hs, E3; Fuc Hs-Hg4 Abreviaciones : Fuc = fucosa, Ram
= ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa interna inferior.
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Con el fin de evitar la sobreposicion de asignaciones en la figura 40, es
importante aclarar que en la figura 41, que ilustra la misma seccion del espectro

COSY se incluyeron asignaciones no sefialadas en la figura 40.

I

Ram"H-1 X
%, E /Ram“'H-1

o

(14

/

~Ram"'H-2
—Ram"H-2

" ppm

Figura 41. Seccion del espectro COSY adicional para la porcion oligosacérida del
glicolipido 1. Correlaciones (*Ju.)en sefial cruzada: C1; Ram” Hq-H,, C2; Ram” Ha-
Hs, C3; Ram” Hs-H4, C4; Ram” Hy-Hs, D1; Ram” Hq-Hz, D2; Ram™ Hj-Hs, D3; Ram™
Hs-H,. Abreviaciones : Ram” = ramnosa externa superior, Ram’ = ramnosa externa
inferior.
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Posteriormente, se procedié6 a localizar las sefiales adicionales que
correspondian a cada una de las unidades sacaridas en el espectro TOCSY (figuras
42 y 43) y, por Ultimo, se completd la secuencia de interacciones vecinales (*Ju.+) de

nueva cuenta con la ayuda del experimento COSY .

)
e
Ram" H-3 g
Ram™ H-2 / T‘
Fuc H-S\:gJ
Fuc H-4 — () v
SNH-4 ~4.0
Fuc H-3
e
Ram"™ H-4— H=5
Ram" H-5—
Ram" H-3—
Ram™ H-3= O H-2 -45
Fuc H-2
Ram" H-2—
Ram™ H-2-_
Fuc H1— OH1 |-
5.0
_— ) ppm

Figura 42. Seccion del espectro TOCSY para la porcion oligosacarida del glicolipido
1. Abreviaciones: Fuc = fucosa, Ram” = ramnosa externa superior, Ram” =
ramnosa externa inferior.
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Del mismo modo que en los experimentos COSY, en la figura 43 se
esquematiza una seccion adicional para la porciéon oligosacarida del espectro

TOCSY del glicolipido 1 indicando las asignaciones que no se incluyeron en la figura

42.

Ram H-3

Ram H-1 Ram' H-2

Ram H-2

—4.2

ppR

¥ % 1 1 ' 1 1 v - | s U re
ppm 6.5 6.0 5.9

Figura 43. Seccion adicional del espectro TOCSY para la porcién oligosacarida del
glicolipido 1. Abreviaciones: Ram = ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa
interna inferior.
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La asignacién de las sefiales de RMN 'C (cuadros 8 y 9) se logro
principalmente mediante la técnica HMQC, aunque también se empleé la técnica
HMBC para verificar que las resonancias hayan sido correctamente asignadas sobre

todo en las regiones donde se observé una mayor sobreposiciéon de sefales.

e EEESE TEE:EE )
& E\&’ e '}E 2 ‘EQ&“E 5 & Fuc H-4 ; Fuc H-5
| ) / FucH-3 <
| NV EAYAY [/ \m |
%—57.5
\ §~7o.o
& E :
2—72.5
N :
g 2-75.0
('l ) :
e s
=l c
Q"“J @ & Ze0.0
0 © i
Zppn

T T T T T T
ppm 4.€ 4.4 4.2 4.0 3.8

Figura 44. Seccion del espectro HMQC para la region oligosacarida de la
pescapreina Il (3). Asignacién de las resonancias de "°C; A; Cy1Agl, B; C.Fuc, C;
CsFuc, D; C4Fuc, E; CsFuc, F; C4Ram, G; CsRam’, H; CsRam’, I; C,Ram”, J;
CsRam”, K; CsRam’ y CsRam”, L; C,Ram”™’, M; CsRam’”’, N; C4Ram’’, O; CsRam’”.
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Ram-2 -
Ram’-2
Ram"-4 )
§—7G
Ram-3 %—79
éppm

ppm 5.8 515 5.4

Figura 45. Seccion del espectro HMQC para la region oligosacarida de la
pescapreina Il (3). Asignacion de las resonancias de *C; A; C,Ram, B; CsRam, C;
C,Ram’, D; C4Ram”.

Después de identificar y diferenciar las sefiales aportadas por los protones
anomeéricos de las cuatro unidades sacaridas de ramnosa y por la de fucosa en la
RMN "H por medio de los experimentos COSY y TOCSY, se dio seguimiento a la
asignacion de las resonancias en la RMN '*C, para los atomos de carbono

anomericos que se ilustra en la figura 46.
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Figura 46. Seccion del espectro HMQC del glicolipido pescapreina | (2). Asignacion
de las resonancias de '*C para la identificacion de carbonos anoméricos.
Asignaciones: 1; C1 Ram’, 2; C{Ram, 3; C+Fuc, 4; CsRam”, 5; C{Ram’”.

En el espectro HMQC de la figura 44 (compuesto 3) no fue posible asignar

las senales de los nucleos C-5 de las unidades Ram’, Ram”, y Ram’”’ a partir de las
sehales de hidrégeno correspondientes (H-5) debido a que se localizaron
sobrepuestas en el intervalo de desplazamientos, & 4.2-4.4 ppm, por lo tanto, existen

por lo menos tres posibilidades (6 68.17, 68.35 y 70.85) para asignar la resonancia

de los nucleos C-5.
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Para sustentar esta asignacion se analizaron conectividades entre los nucleos
de carbono e hidrégeno en los espectros HMBC, tanto las correlaciones (*Jc.4) Hi-
Cs, como las correlaciones (?Jc.+) He-Cs, de las mismas unidades sacaridas (figuras

47 y 48).

Ram"™ H-1

N
o
Ram"H-1 ~ E
o

- 70
Vg
= )
a

- 90
(@) @ 100

a

o
o ppm

g T T T T T
ppm 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6

Figura 47. Seccién del espectro HMBC de la pescapreina | (2). Asignaciones a
larga distancia para el *C. Correlaciones (*Jcn): A; HiRam-CsRam, B; HiRam-
CsRam, C; HiRam”-CsRam”, D; HRam-CsRam, E; HiRam”-C4Ram’, F; HRam’-
CsRam’, H; HiRam’-C3sRam’, I; HiRam’’-CsRam’”’, J; HiRam’’-CsRam’”, K; H{Ram’”’-
CsRam’. Correlaciones (3Jcn): G; HiRam’-C;Ram’, J; HiRam™’-C,Ram’.
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Se sigui6 una estrategia similar para C-3 de las unidades de Ram’ y Ram’”’
asi como C-2 de Fuc. Considerando que los centros que estan formando los
enlaces glicosidicos (C-3 de Ram’ y C-2 de Fuc) se deben encontrar desplazadas
paramagnéticamente, entonces es probable que C-3 de Ram’’ sea la menos
desplazada con 6 72.15. Para sustentar esta deduccién, también se analizaron las

conectividades entre los nucleos de carbono e hidrégeno en los espectros HMBC del

compuesto 2.

El espectro HMBC de la figura 47 presentd una correlacion entre la
resonancia en 6 70.43 con la del proton anomérico H-1 (& 5.56) de la ramnosa
externa inferior (Ram’’) y esta ultima con otra sefal del carbono C-3 de la misma
unidad. Asi, se puede concluir que la resonancia en 6 70.43 corresponde al nucleo

C-5 de la misma unidad y que la resonancia 8 72.15 corresponde al nucleo C-3.

También, se observé la conectividad entre la resonanciaen d 79.88 con la de
H-1(8 5.65) delaramnosainterna superior(Ram’)y asise asigna para el nucleo C-3
de esta unidad un desplazamiento centradoen d 79.88.  Para la asignacion de los
nucleos C-5 de las unidades de ramnosa interna superior y ramnosa externa
superior (Ram’ y Ram”’) puede aplicarse el mismo razonamiento, sin embargo, las
interacciones Hy — Cs en el experimento HMBC anterior no estan bien diferenciadas
para estas dos unidades. Siendo asi, para su asignacion se recurrié al analisis de las
interacciones de los nucleos de carbono de los grupos metilo C—6 con H-5 de estas
unidades y adicionalmente con H — 4. Para esto, se utilizo el espectro HMBC del

compuesto 4 (fig. 48).
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Figura 48. Seccion del espectro HMBC para la asignacion de los carbonos C-4 y C-5
de ramnosa. Conectividades: A; HsRam”-CsRam”, B; HgRam’-CsRam’, C; HgRam-
CsRam, D; HsRam’’-CsRam’”, E; HsRam'”’-CsRam”’, F; HsRam”-C4Ram”.

Aplicando un razonamiento similar, con el espectro anterior pudo asignarse
definitivamente la resonancia para los nucleos C-5 de Ram’ y Ram” con
desplazamientos 6 67.94 y 67.74, respectivamente (compuesto 4).

Para localizar las posiciones de esterificacion y lactonizacion en los
oligoscaridos es de suma importancia realizar una asignacion correcta para los
nucleos de carbono correspondientes a los grupos carbonilo de los acidos que se

encuentran esterificando el nucleo oligosacarido, asi como del grupo carbonilo

aportado por la aglicona que forma la macrolactona caracteristica de estos
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compuestos. Para esta asignacion, se realiz6é un analisis de las interacciones que se
presentan entre el nucleo de carbono de los grupos carbonilo y los protones H-2 de
los correspondientes acidos y de la aglicona, como se ejemplifica para el compuesto

1 en la siguiente figura.

) &

dic-1
A
agl C-1 i v i
W |
mb C-1 I

Figura 49. Seccion del espectro HMBC de la estoloniferina lll (1). Aisgnacién de
sefiales de "°C de grupos carbonilo para la aglicona, y acidos grasos. Correlaciones
(®Jen): A; Cy-Hzdl, B; Cq-Hza agl, C; Cy-Hzb agl, D; Cs-Hz mb. Abreviaciones: dl =
decanoilo, mb = 2-metilbutanoilo, agl = aglicona.

Las tablas de desplazamientos en la RMN 'H y *C para los glicolipidos 1 - 4
se incluyen en los siguientes cuadros (6 a 9). En los cuadros 6 y 8 se enlistan los
desplazamientos para la region oligosacarida de los glicolipidos mientras que en los

cuadros 7 y 9 se desglosan los desplazamientos para la region de la aglicona y los

residuos acidos.
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Cuadro 7. Constantes espectroscopicas en la RMN 'H para la region oligoscarida de
la estoloniferina lll (1) y pescapreinas | - lll (2-4)°.

Protén” 1 2 3 4
Fuc-1 4.80(d,7.9) 4.81(d, 7.6) 4.81(d,7.9) 4.78 (d,7.9)
2 4.51(dd,94,7.9) 4.52(dd, 9.5, 7.6) 4.53(dd,9.5,7.5) 4.50 (dd,9.5,7.9)
3 4.18(dd,94,3.7) 4.19 (dd, 9.5,3.4) 4.19(dd, 9.6,3.4) 4.16 (dd, 9.5, 3.3)
4 391(d,3.7) 391(d,34) 391(d,3.3) 3.89(d, 3.3)
5 3.82(q,6.4) 3.82(q,64) 3.81(q,6.5) 3.79(q, 6.4)
6 1.52(d, 6.4) 1.52(d, 6.4) 1.51(d, 6.4) 149 (d, 6.4)
Ram-1 632, 1.5) 6.32(d, 1.5) 635(, 1.4) 6.32 (s)
2 5.30(dd, 2.8, 1.5) 5.30(dd, 2.8, 1.5) 5.32(dd, 2.8, 1.5) 529, 2.5)
3 5.61(dd, 9.8, 2.8) 5.61(dd,9.8,2.8) 5.60 (dd, 10.2, 2.6) 5.58(dd, 10.1, 2.5)
4 4.63 (dd, 9.8,9.8) 4.63 (dd, 9.8, 9.8) 4.63 (dd, 9.8, 9.8) 4.61(dd, 10.1, 10.1)
5 5.00 (dq,9.8,6.1) 5.00 (dq,9.8,6.7) 5.00 (dq, 9.8, 6.2) 4.98 (dq, 10.1,6.2)
6 1.58(d, 6.1) 1.58(d, 6.7) 1.57(d, 6.2) 1.55(, 6.2)
Ram’-1 5.65(d, 1.5) 5.65(d, 1.5) 5.66 (d, 1.5) 5.63 (s)
2 5.82(dd,3.2,1.5) 5.82(dd, 3.3, 1.5) 5.82(dd, 3.2, 1.5) 5.80 (dd, 2.0, 1.5)
3 4.52(dd, 8.9,3.2) 4.52(dd, 8.7,3.3) 4.52(dd,9.5,3.2) 4.50 (dd, 9.4, 2.0)
4 4.25(dd, 8.9, 8.9) 4.25(dd, 8.7, 8.7) 4.23(dd,9.4,9.4) 4.20(dd,9.4,9.4)
5 432 (dq, 8.9,6.1) 4.32(dq, 8.7,6.4) 4.32 (dq, 94, 6.0) 431 (dq, 9.4, 6.0)
6 1.69 (d, 6.1) 1.60(d, 6.4) 1.59(d, 6.0) 1.57(d, 6.0)
Ram’’-1 5.90 (s) 5.89 (s) 5.92 (s) 5.90 (s)
2 4.61(dd,3.4,1.5) 4.62 (dd, 3.3, 1.5) 4.62 (dd, 3.4, 1.5) 461 (dd, 3.2, 1.0)
3 440 (dd,9.8,3.4) 442(dd,9.8,3.3) 4.41(dd,9.7,3.4) 441 (dd,9.7,3.2)
4 5.76 (dd , 9.8, 9.8) 5.76 (dd , 9.8, 9.8) 5.78 (dd, 9.7, 9.7) 5.78 (dd, 9.7,9.7)
5 434 (dq,9.8,6.1) 4.33 (dq,9.8,6.1) 4.35 (dq,9.7,6.3) 433 (dq, 9.7, 6.2)
6 1.39(, 6.1) 1.38(d, 6.1) 1.38(d, 6.3) 1.38(d, 6.2)
Ram’’-1 5.56 (d 1.0) 5.56 (s) 5.56 (d1.0) 5.55(s)
2 4.77 (dd, 3.7, 1.0) 4.78 (dd, 3.0, 1.5) 4.79 (dd, 3.7, 1.0) 4.76 (dd, 3.0, 1.0)
3 4.50(dd,9.2,2.7) 4.51(dd,9.5,3.0) 4.53(dd, 9.1, 3.7) 4.50(dd, 9.2, 3.0)
4 4.21(dd,9.2,9.2) 4.21(dd,9.5,9.5) 4.26 (dd,9.1,9.1) 4.24 (dd,9.2,9.2)
5 4.27 (dq,9.2,6.1) 4.27 (dq,9.5,5.8) 4.28 (dq, 9.1, 6.1) 4.27 (dq, 9.2, 6.0)
6 1.70(d, 6.1) 1.71(d, 5.8) 1.70(d, 6.1) 1.68 (d, 6.0)

*Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (5 ) estan en
ppm en relacion con TMS. Los acoplamientos (J) se encuentran en paréntesis y se
expresan en Hz.
bAbreviaciones; s = sefal simple d = sefal doble, t = sefnal triple, g = sefal

cuadruple, m = senal multiple

Las asignaciones se basaron en los experimentos 'H-'H COSY y TOCSY.
Fuc = fucosa, Ram =ramnosa, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo, mb = 2-metilbutanoilo,

ib = isobutanoilo (2-metil propanoilo), hexa

dodeca = n-dodecanoilo.

n-hexanoilo, deca

= n-decanoilo,
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Cuadro 8. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H para la aglicona y los residuos
acidos de la estoloniferina lll (1) y pescapreinas | - lll (2-4)°.

Protén® 1 2 3 4
Jal-2a 2.27(ddd, 15.3,6.7,2.7) 2.28 (m) - 2.25(ddd, 15.3,7.1,3.1) 2.24 (m)
2b 293 (t,12.2) 293 (t, 12.5) 293 (t,11.7) 291 (t,12.7)
11 3.87 (m) 3.87 (m) 3.86 (m) 3.89 (m)
16 0.85(t,7.0) 0.86 (t, 7.0) 0.85(t,6.8) 0.83 (t,6.7)
Mb-2 2.50(tq, 7.0, 6.7) 248 (tq,7.0,6.7)
4 094 (t,7.3) 0.92 (t,7.42)
5 1.20(d, 7.0) 1.19(d, 7.2)
Ib-2 2.64 (qq, 7.0, 7.0)
3 1.17(d, 7.0)
4 1.20(d, 7.0)
Hexa-2 2.38 (m)
6 0.75 (t, 7.1)
Deca-2 237(,7.3)
10 0.95(t,6.7)
Dodeca-2 2.38(t,7.3) 2.35(,7.2) 234 (t,7.5)
12 0.95(t,7.0) 0.93 (t, 6.8) 091 (t,6.8)

ayb yer cuadro 7.
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Cuadro 9. Desplazamientos quimicos en la RMN '*C para la porcion oligosacarida
de la estoloniferina lll (1) y pescapreinas | - lli(2-4).

Carbono” 1 2 3 4

Fuc-1 101.21 101.21 101.62 101.22
2 73.00 73.01 73.41 73.01

3 76.25 76.26 76.67 76.25

4 73.16 73.17 73.58 73.17

5 70.87 70.88 71.29 70.87

6 16.83 16.83 17.25 16.83
Ram-1 99.87 99.89 100.30 99.89
2 69.37 69.38 69.78 69.38

3 77.44 77.45 77.85 77.46

4 77.66 77.64 78.09 77.58

5 67.52 67.52 67.92 67.52

6 18.78 18.79 19.21 18.78
Ram’-1 98.80 98.80 99.22 98.79
2 72.59 72.60 73.01 72.61

3 79.86 79.88 80.29 79.90

4 78.82 78.79 79.21 78.73

5 67.93 67.93 68.35 67.94

6 18.35 18.36 18.79 18.37
Ram"'-1 103.31 103.28 104.35 103.25
2 72.27 72.32 72:72 72.32

3 69.80 69.80 70.21 69.82

4 74.41 74 .41 74.82 74.71

5 67.75 67.75 68.17 67.74

6 17.47 17.48 17.89 17.50
Ram’""-1 103.93 103.97 103.75 103.97
2 72.27 7232 72.66 72.20

3 7215 72.15 72.57 72.16

4 73.34 73.36 73.75 73.37

5 70.42 70.43 70.85 70.42

6 18.35 18.36 18.79 18.37

®Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan
en ppm relativos al TMS.

Todas las asignaciones estan basadas en los experimentos HMQC.

b Abreviaciones: Fuc = Fucosa, Ram = Ramnosa, Jal = 11-hidroxi-hexadecanoilo, mb
= 2-metilbutanoilo; ib = 2-metilpropanoilo (isobutanoilo), hexa = n-hexanoilo, deca =
n-decanoilo, dodeca = n-dodecanoilo.
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Cuadro 10. Desplazamientos quimicos en la RMN “c para la aglicona y los
residuos acidos de la estoloniferina lll (1) y pescapreinas | - lll (2-4)%.

Carbono” 1 2 3 4
Jal-1 174.49 174.50 174.92 174.49
2 33.30 33.31 38.71 33.30
11 78.95 78.96 79.37 78.97
16 13.88 13.88 14.31 13.88
Mb-1 175.94 176.36
2 41.17 41.58
4 11.38 11.79
5 16.62 17.04
Ib-1 175.93
2 41.17
3 11.37
4 16.62
Hexa-1 173.10
2 34.00
6 13.60
Deca-1 172.56
2 33.99
10 14.03
Dodeca-1 172.56 172.98 172.56
2 34.00 34 .41 34.24
12 14.03 14.45 14.03
ayb

Ver cuadro 9.
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6.7.2 Determinacion de la secuencia de glicosidacion y posiciones de
esterificacion

Se establecio la secuencia de glicosidacién a partir de las correlaciones *Je.y

en los espectros HMBC de los compuestos 1y 2.
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Agl-11 — % A =) < 80
o
= - 30
Ram'-1 > B
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Figura 50. Seccion del espectro HMBC de la pescareina | (2). Conectividades: A;
C11Agl-HiFuc, B; C1Ram’-H4Ram, C; C1Ram-H,Fuc, D; C1Ram”-HsRam’, E; CsRam-
HsRam, F; CsRam-HsRam, G; C4Ram”-H,Ram”, H; C4Ram’’-H;Ram™’, I; C4Ram”-
HsRam”, J; C4sFuc-HsFuc, CoFuc-HsFuc, C4Ram™-HzRam™, K; C1Fuc-H.Fuc.
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Figura 51. Seccion del espectro HMBC de la region oligosacarida de la
estoloniferina Il (1). Conectividades; A; Ram’'Cs-RamH,, B; RamC;-FucH,, C;
Ram”Cs-Ram’Hs, D Ram’Cs-Ram’Hi. Abreviaciones; Ram = ramnosa interna
superior, Ram’ = ramnosa interna inferior, Ram”= ramnosa externa superior, Ram’’=
ramnosa externa inferior.

Las correlaciones mas importantes presentes en los espectros HMBC (figuras
50 y 51) fueron las siguientes: a) la sefal del carbono C-2 de la unidad de fucosa
con el H-11 de la aglicona; b) la senal del carbono C-1 de la unidad de ramnosa

interna superior (Ram) con el H-2 de la fucosa (Fuc); c) la sefal del carbono C-1 de

la unidad de ramnosa interna inferior (Ram’) con el H-4 de la ramnosa interna
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superior (Ram); d) la sefal del carbono C-1 de la unidad de ramnosa externa
superior (Ram”) con el H-4 de la ramnosa interna inferior (Ram’) y e) la sefal del

"

carbono C-1 de la unidad de ramnosa externa inferior (Ram’’) con el H-3 de la
ramnosa interna inferior (Ram’).

La figura 52 ilustra la determinacion de los sitios de acilacion para los residuos
de los acidos (isobutanoilo ib, metilbutanoilo mb, n-hexanoilo hx, n-decanoilo dl y n-
dodecanoilo ddl), asi como para Ié aglicona (Agl).

Ram' H-2
Ram" H-4 Ram H-3

21675

£170.0

C
di C-1 ;—172.5
agl C-1
=-175.0
mb C-1 \ E
=-177.5

=-180.0

Z ppm

— T U T T
ppm 5.8 5.7 5.6

Figura 52. Seccion del espectro HMBC del compuesto 1 para la determinacion de
los sitios de acilacion. Conectividades : A; C4dl-H,Ram’, B; Cymb-HsRam”, C; C41Agl-
HsRam. Abreviaciones: Ram = ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa interna
inferior, Ram” = ramnosa externa superior, Agl = aglicona.
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Especificamente en el compuesto 1 se encontraron los residuos acidos de
metilbuanoilo y n-decanoilo (determinado por espectrometria de masas), cuyas
sefales para los carbonos C-1 (6 175.94 y 172.56) presentaron conectividades con
las resonancias de los hidrégenos H- 4 (5 5.76) de la ramnosa (Ram”) y H-2 (& 5.82)
de la ramnosa (Ram’). Otra correlacion observada para este mismo compuesto es la
producida entre el nucleo C-1 de aglicona con el H-3 de la ramnosa interna superior

(Ram), correlacion que indica la posicion de lactonizacion (figura 53).

Jla

Figura 53. Correlaciones >Jc.+ observadas en el espectro HMBC del compuesto 1.
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A continuacion se presentan los resultados del analisis de los espectros de
RMN de los compuestos 1 -4 :

Los glicolipidos 1 — 4 presentan cuatro unidades de ramnosa y una de
fucosa.

La estoloniferina Il (1) y las pescapreinas I-lll (2 — 4) estan esterificadas por
los distintos residuos acidos encontrados en la posicion 2 de la ramnosa interna
inferior (Ram’) y en la posicién 4 de la ramnosa externa superior (Ram”’) del ndcleo
oligosacarido. La posicidon 2 de la ramnosa interna inferior esta esterificada con
restos acidos de cadena larga (decanoico y dodecanoico), y la posicion 4 de la
ramnosa externa superior esta esterificada con restos acidos de cadena corta
(restos isobutanoilo y 2-metilbutanoilo).

Después de haber verificado la secuencia de glicosidacion en los espectros
HMBC de los cuatro compuestos se confirmd que todos tienen el mismo nucleo
oligosacarido. Este nucleo oligosacarido, el acido simonico B, también esta presente
en otras resinas glicosidicas ya reportadas (figuras 59 y 60) como las estoloniferinas
I-1ll'y VIII-X de la jalapina de Ipomoea stolonifera (Noda et al., 1994 y 1998) y en las
simoninas IlI-V de Ipomoea batatas (Noda et al., 1992).

El nicleo oligosacarido de la estoloniferina lll (1) y las pescapreinas I-lll (2 —
4) esta lactonizado por el residuo acido jalapinolato en la posicion 3 de la ramnosa

interna superior (Ram) del nucleo oligosacarido.
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6.7.3 Diferenciacion de los glicolipidos mediante espectrometria de masas
Los espectros de masas FAB (modo negativo) de los glicolipidos 1 — 4
permitieron calcular la féormula molecular para cada uno de ellos (Ver Parte
experimental, apartado 5.8.1). En cada uno de los espectros se observaron los picos
comunes provocados por las rupturas de los enlaces glicosidicos y que son similares
a los generados por las operculinas presentes Ipomoea operculata (Kubo et al.,
1989). La figura 54, ilustra el patron de fragmentacién caracteristico de esta clase de

moléculas.

—= ¢
| R1br'—e(M/2545)
|
: e | CH3
r—a :r‘"""‘ | it § |
: K o ! I (m/z 417) ((IIHZ)4
|
Rz-}-O—Ram"—;-:O—R‘am'—:-o--Ram-:—O-—Fuc—0—(|‘.H
| )
i ? l : ((':Hg)g
|
: Ram™ ; 0 C=0
[}

b d (m/z 837 )

Figura 54. Patron de fragmentacion de los glicolipidos 1-4.

De acuerdo a los espectros de masas FAB (modo negativo), los cuatros
compuestos muestran patrones de fragmentacibn semejantes ya que todos
muestran los iones d, e y f de la figura anterior. Sin embargo, para establecer las
diferencias entre los cuatro glicolipidos fue util analizar las diferencias de peso que

hay entre sus respectivos iones pseudomoleculares [M — 1] y los iones ay b.
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Estas diferencias corresponden a las pérdidas de los acidos que esterifican
los nucleos oligosacaridos y que representan los restos de los acidos grasos que
marcan la diferencia entre cada de uno de los compuestos.

Comenzando con el fragmento a que corresponde a la pérdida de restos
metilbutanoilo, isobutanoilo y n-hexanoilo, se presentan los siguientes fragmentos:

Compuesto 1: Fragmento de m/z 1137 que corresponde a la pérdida del
residuo de 2-metibutanoilo con una diferencia de 84 uma con respecto al i6n
pseudomolecular [M-1] de m/z 122i.

Compuesto 2: Fragmento de m/z 1165 que corresponde a la pérdida del
residuo de isobutanoilo con una diferencia de 70 daltons con respecto al peso del ién
pseudommolecular [M-1] de m/z 1235 unidades.

Compuesto 3: Fragmento de m/z 1165 que corresponde a la pérdida del
residuo de 2-metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con respecto al peso
del i6n pseudomolecular [M-1] de m/z 1249 unidades.

Compuesto 4: Fragmento de m/z 1165 que corresponde a la pérdida del
residuo de n-hexanoilo con una diferencia de 98 de unidades con respecto al peso
del i6n pseudomolecular [M-1] de m/z 1263 unidades.

En relacion con el fragmento B que representa las pérdidas de los acidos
grasos de cadena larga n-decandico y n-dodecandico, se registraron los siguientes
fragmentos:

Compuesto 1: Fragmento de m/z 1067 que corresponde a la pérdida del
residuo de decanoilo con una diferencia de 154 uma con respecto al i6n

pseudomolecular [M —-1] de m/z 1221 unidades.
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Compuesto 2: En la pescapreina | (2), el fragmento d fue el que se hallé en
correlacion con la pérdida de un residuo de n-dodecanoilo, pues no se registrd
ningun fragmento b en el espectro de este compuesto (figura 56). El fragmento d
equivale a m/z 837 [M — H — C42H2,0 — CgH1004 — C4HsO]™ que corresponde a una
diferencia de 398 unidades con respecto al ion pseudomolecular [M — 1] de m/z 1235
unidades.

Compuesto 3: Fragmento de m/z 1067 que corresponde a la pérdida del
residuo de dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades con respecto al peso del
i6n pseudomolecular [M —1] de m/z 1249 unidades.

Compuesto 4: Fragmento de m/z 1081 que corresponde a la pérdida del
residuo de dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades con respecto al peso del
ion pseudomolecular [M —1] de m/z 1263 unidades.

Toda la informacién espectrométrica explicada puede verificarse en los
espectros de masas generados por los compuestos 1 — 4 ilustrados en las figuras 55

a 58.
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Figura 55. Espectro de masas FAB (modo negativo) de la estoloniferina 11 (1).
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Figura 56. Espectros de masas FAB (modo negativo) de la pescapreina | (2).
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Figura 57. Espectros de masas FAB (modo negativo) de la pescapreina Il (3).
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Figura 58. Espectro de masas FAB (modo negativo) de la pescapreina Il (4).
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De acuerdo con toda la informacion espectroscépica y espectrométrica
analizada anteriormente se propusieron las siguientes estructuras para los

glicolipidos 1 — 4:

Glicolipido 1: éster intramolecular 1, 3” = 11 - O - a - L —ramnopiranosil - (1-3) -O-
[4-O - (2S) - 2 - metilbutiril - a - L - ramnopiranosil - (1—4)] - O - (2-O-n-decanail) -a -
L-ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido del acido

(11S)-11-hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 2: éster intramolecular 1, 3” = 11 — O - a - L —ramnopiranosil - (1—3) -O-
[4-O — isobutanoil - a.- L - ramnopiranosil - (1—4)] - O - (2-O-n-dodecanoil) -a -L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-p-D-fucopiranésido  del acido

(11S)-11-hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 3: éster intramolecular 1, 3" — 11 — O - a - L —ramnopiranosil - (1-3) -O-
[4-O - (2S) - 2 - metilbutiril - a - L - ramnopiranosil - (1—4)] - O - (2-O-n-dodecanoil)-
o -L-ramnopiranosil-(1—4)-0O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido del acido

(11S)-11-hidroxihexadecanoico.

Glicolipido 4: éster intramolecular 1, 3" — 11 - O - a - L —ramnopiranosil - (1—-3) -O-
[4-O — n - hexanoil - a - L - ramnopiranosil - (1—>4)] - O - (2-O-n-dodecanoil) -a. -L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido  del acido

(11S)-11-hidroxihexadecanoico.
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Los cuatro compuestos obtenidos como ya se habia mencionado tienen al
acido simonico B como nucleo pentasacarido, por lo tanto, es de esperarse que sus
estructuras moleculares sean muy parecidas a las de las estoloniferinas obtenidas
de Ipomoea stolonifera y a las simoninas de Ipomoea batatas (ver apartado 2.2.1).

Después de haber comparado las estructuras de los cuatro glicolipidos
obtenidos con las resinas correspondientes reportadas en la literatura (Noda et al.,
1992, 1994 y 1998) se enumeran en los siguientes resultados:

1) El compuesto 1 tiene la misma estructura molecular que la estoloniferina ll.
2) Los compuestos 2 - 4 no han sido descritos en la literatura y la principal diferencia
estructural con respecto a las simoninas lll a V es la posicién para el establecimiento

del éster intramolecular como se ilustra en la figura 59.

OH
HaC
HO
H,C
Ram' 0]
HO
H3C \O
Ram" (0]
HaC o - OR
CHy(CH,),COO0
Ram m
HO a
OH OH
HsC HO
HO

Simonina lll: R = (2 S)-2-metilbutancilo
Simonina IV: R = n-decanoilo
Simonina V: R = n-octanoilo

Figura 59. Estructura molecular de las simoninas IlI-V.
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Las estoloniferinas | a lll estan lactonizadas en la misma posiciéon que los
compuestos 1 — 4, como se menciond previamente, el compuesto 1 corresponde a
la estoloniferina Il (figura 60), el compuesto 2 esta acilado con acido dodecanoico,
mientras que la estoloniferina Il con acido decanoico (figuras 60 y 61). Como se
ilustra en la figura 61, el compuesto 3 es un diasteroisomero de la estoloniferina X.

Esta ultima esta formando un éster macrociclico en la posicion 2 de la unidad
sacarida de ramnosa correspondiente (figura 60), mientras que el compuesto 3 lo
hace en la posicion 3 de esta misma unidad. Con respecto al compuesto 4, ningin
pentasacarido compuesto por el acido siménico B se ha descrito en forma de éster
del acido hexandico.

En la figura 61 se ilustran las estructuras moleculares propuestas para los
compuestos 2 — 4. Los cuatro glicolipidos obtenidos de las subfraccciones B, D, G, y
F de la FV hexanica se asignaron, de acuerdo a los resultados anteriores, con los
nombres estoloniferina Ill (1) (compueto asignado con este nombre por Noda y sus

colaboradores en 1994) y pescareinas | a lll (2 — 4) respectivamente.
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Estoloniferinal : R4 = Ry = 2(S)-2-metilbutanoilo
Estoloniferina Il : R 1 = n -decanoilo, R, = n -isobutanoilo
Estoloniferina lll : R 1 = n -decanoilo, R, = 2(S)-2-metilbutanoilo
OH
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H3C
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H3C O
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.."'n. O m
H HO Ram d
HsC HO
HO

Estoloniferina VIl : R = n -octanoilo
Estoloniferina IX : R = n -decanoilo
Estoloniferina X : R = n -dodecanoilo

Figura 60. Estructura de las estoloniferinas compuestas por el acido siménico B.

95



H;C 0
Ram" (0}
HsC 0 -
RO
HO Ram"™
OH 9
HsC HO dodeca
HO
GHs
\/\l(lr"' 1 I
mb ib hx

mb = 2-metilbutanoilo, ib = isobutancilo y hx = n -hexanoilo

Pescapreina R
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Figura 61. Estructura de las pescapreinas | a lll (2- 4).
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7.2

7.3

7.4

VII. CONCLUSIONES

Usando técnicas en la CLAP se obtuvieron tres glicolipidos novedosos a partir
de la jalapina de Ipomoea pes-caprae con el mismo nucleo oligosacarido, las

pescapreinas | (2) — Il (4) junto con la previamente descrita estoloniferina Il

().

Las pescapreinas | (2) — Il (4) presentaron como nucleo oligosacarido al 11-
O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[O-a-L-ramnopiranosil (1-4)] o-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-Lramnopiranosil-(1—2)-O-B-D-fucopiranésido  del
acido (11S)-11-hidrohexadendico, que es el mismo nucleo oligosacarido
presente en la jalapina de la planta Ipomoea stolonifera e Ipomoea batatas y

conocido como el acido simoénico B (Noda et al., 1992; 1994).
Los cuatro glicolipidos mostraron cinco residuos acidos esterificando el nucleo
oligosacarido. Estos residuos acidos fueron el metilbutanoilo, n-hexanoilo,

isobutanoilo, n-decanoilo y n-dodecanoilo.

El sitio de lactonizacion del nucleo oligosacarido con la aglicona en las

pescapreinas fue en la posicion C-3 de la unidad de ramnosa.

97



VIIl. BIBLIOGRAFIA

Argueta, A. (1994). Atlas de Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana.
Instituto Nacional Indigenista. Bibliotecta de la Medicina Tradicional Mexicana.
México.

Bah, M. (1997) Aplicacion de la resonancia magnética nuclear y la
espectrometria de masas (FAB) de alta resolucién en la elucidacion estructural
de las tricolorinas A-J, oligosacaridos aislados de las resinas de Ipomoea ftricolor
(Convolvulaceae). Tesis Doctoral. Facultad de Quimica, UNAM, México, 292 pp.

Bah, M. Y Pereda-Miranda, R. (1996) Detailed FAB-Mass spectrometry and high
resolution NMR investigations of tricolorins A-E, individual oligosacharides from
the resins of Ipomoea tricolor. Tethraedron 52, 13063-13080.

Bah, M. Y Pereda-Miranda, R. (1997) Isoltation and structural characterization of
new glicolipid ester type dimers from the resin of Ipomoea tricolor
(Convolvulaceae). Tetrahedron 53, 9007-9022.

Contreras C.M., Chacoén, L. Y Enriquez, R.G. (1996) Anticonvulsant properties
of Ipomoea stans. Phytomedicine 3, 41-44.

De Souza, M. M., Madeira, A., Berti, C., Krogh, R,, Yunes, R. A., y Cechinel-
Filho, V. (2000). Anticonceptive properties of the methanolic extract obtained
from Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br., Journal of Ethnopharmacology 69, 85-90.

Diaz, J. L. (1976) indice y Sinonimia de las Plantas Medicinales de México.
Monografias Cientificas |. Instituto Mexicano para el estudio de las plantas
medicinales A.C.IME PLAM. México.

Diaz, J. L. (1976) Usos de las Plantas Medicinales de México. Monografias
Cientificas ll.Instituto Mexicano Para el Estudio de las Plantas Medicinales A.C.
IME PLAM. México.

FONT QUER. (1973) Diccionario de Botanica. Editorial Labor. Espana.

Hernandez, B. (2000) Caracterizacion de la composicion quimica de las resinas
glicosidicas de dos miembros representativos del complejo mexicano de jalapas,
especies de convolvulaceas con propiedades purgantes, como una evidencia
para distinguir entre la auténtica raiz de jalapa y sus adulterantes. Tesis doctoral.
Facultad de Quimica, UNAM.

Kitagawa, l., Ohashi, K., InBaek, N., Sakagami, M., Yoshikawa, M. y Shibuya,
H. (1997). Indonesian Medinal Plants. XIX. Chemical Structures of four Additional
Resin-Glycosides, Mammosides A, B, Hy and H;, from the Tuber of Merremia
mammosa (Convolvulaceae). Chem. Pharm. Bull., 45, 786-794.

98



Kubo, I. y Nakatsu, T. (1990). Recent examples of preparative-scale recycling
high performance liquid chromatography in natural products chemistry. LC-CG,
8, 933-939.

Lara, F. y Marquez, C. (1996) Plantas Medicinales de México. Composicion,
usos y actividad biolégica. UNAM. México.

Lara, F. y Marquez, C., Esquivel, B. Y Mata, R. (1999). Plantas Medicinales de
México Il. UNAM. México.

Mannich, C. Y Schumann, P. (1938) Jalap Resins and its principal constituent,
convolvulin. Archiv der Pharmazie 276, 211-226.

Matuda, E. (1963) El género Ipomoea en México. An. Inst. Biol. México. Vol
34:85-145.

Matuda, E. (1964) El género Ipomoea en México. An. Inst. Biol. México. Vol
35:85-76.

Matuda, E. (1965) El género Ipomoea en México. An. Inst. Biol. México. Vol
36:85-106.

Martinez, M. (1987). Catdlogo de Nombres Vulgares y Cientificos de Plantas
Mexicanas. Fondo de Cultura Econdmica. México.

Martinez, M. (1989) Las plantas medicinales de México. Ediciones Botas.
México.

McDonnald, A. (1991) Origin and Diversity of Mexican Convolvulaceae. Anales
Inst. Bio. Univ. Nac. Autén. México. Sec. Bot. 62 (1):65-82.

Noda, N., Yoda, S., Kawasaki, T. y Miyahara, K. (1992a). Resin glycosides XV.
Simonins |-V, Ether-Soluble resin Glycosides (Jalapins) from the roots of /pomoea
batatas (cv. Simon). Chem. Pharm. Bull. , 40, 3163-3168.

Noda, N., Takahashi, T., Kawasaki, T., Miyahara, K. y Yang, CR. (1994a).
Stoloniferins I-VII, Resin glycosides from Ipomoea stolonifera. Phytochemistry,
36, 365-371.

Noda, N., Tsuji, K., Miyahara, K. y Yang, CR. (1994b). Resin Glycosides XXI.
Tuguajalpins I-X, the resin glycosides having long-chain fatty acid gropus from the
root of Merremia hungaiensis. Chem. Pharm. Bull., 42, 2011-2016.

Noda, N., Takahashi, N., Miyara, K. y Yang, CR. (1998). Stoloniferins VII-XII,
Resin Glycosides, from Ipomoea stolonifera. Phytochemistry, 48, 837-841.

99



Ono, M., Kubo, K., Miyahara, K. y Kawasaki, T. (1989a). Operculin | and Il, new
ether soluble resin glycosides (“Jalapin”) with fatty acid ester groups from rhizoma
jalapae braziliensis (roots of [pomoea operculata). Chem Pharm. Bull., 37, 241-
244,

Ono, M., Kawasaki, T. y Miyahara, K. (1989b). Resin Glycosides V.
Identification and Characterization of the Component Organic and Glycosidic
Acids of the Ether-Soluble Crude Resin Glycosides (“Jalapin”) from Rhizoma
Jalapae Braziliensis (Roots of IJpomoea operculata). Chem. Pharm. Bull., 37,
3209-3213.

Ono, M., Noda, N., Kawasaki, T. y Miyahara, K. (1990b). Resin Glycosides. VII.
Reinvestigation of the Component Organic and Glycosidic Acids of Pharbitin, the
Crude Ether-Insoluble Resin Glycoside (“Convolvulin®) of Pharbitis Semen (Seeds
of Pharbitis nil). Chem. Pharm. Bull., 38, 1892-2897).

Ono, M., Nishi, M., Kawasaki, T. y Miyahra, K. (1990c). Resin Blycosides IX.
Operculins |, II, V, VII and VIIl. New Ether-Soluble resin Glycosides of rhizoma
Jalapae Braziliensis (Root of Ipomoea operculata). Chem. Pharm. Bull., 38,
2986-2991.

Ono, M., Kawasaki, T. y Miyahara, K. (1991). Resin glycosides Xl. Operculins I,
IV, IX, X, XVI, XVIl and XVIIl. New ether-soluble resin Glycosides of rhizoma
Jalapae Braziliensis (Root of Ipomoea operculata). Chem. Pharm. Bull., 39,
2534-2539.

Ono, M,, Fujimoto, K., Kawata, T., Fukunawa, T., Kawasaki, T. y Miyahara, K.
(1992a). Resin Glycosides XII. Operculins VI, Xl, XII, XIll, XIV and XV, Ether-
Soluble Resin Glycosides (Jalapin) from Rhizoma Jalapae Braziliensis (Roots of
Ipomoea operculata). Chem. Pharm. Bull., 40, 1400-1403.

Ono, M., Kuwabata, K., Kawasaki, T. y Miyahara, K. (1992b). Resin
Glycosides SVI. Quamoclins I-IV, new ether-soluble Resin Glycosides (Jalapin)
from the seeds of Quamoclit pennata. Chem. Pharm. Bull., 40, 2674-2680.

Ono, M., Nakagawa, T., Kawasaki, T. y Miyahara, K. (1993b). Woodrosins |
and |l, Ether-Insoluble resin Glycosides from the stems of Ipomoea tuberosa.
Chem. Pharm. Bull., 41, 1925-1932.

Ono, M., Honda, F., Karahashi, A., Kawasaki, T. y Miyahara, K. (1997). Resin
Glycosides XXV. Multifidins | and I, New Jalapins, from the seed of Quemoclit x
multifida. Chem. Pharm. Bull., 45, 1955-1960.

Pereda-Miranda, R. (1995). Bioactive Natural Products from tradictionally used
Mexican Plants. En J. T. Arnason (Ed). Phytochemistry of Medicinal Plants.
Plenum Press. New York, pp. 83-112.

100



Pereda-Miranda, R. y Hernandez-Carlos, B. (2002) HPLC isoltation and
structural elucidation of diastereomeric niloyl ester tetrasacharides from mexican
scammony root. Tetrahedron, 58, 3145-3154.

Pereda-Miranda, R. y Bah, M. (2003). Biodynamic Constituents in the Mexican
Morning Glories: Purgative Remedies Trascending Boundaries. Current Topics
in Medicinal Chemistry, 3, 1-20.

Reynolds, W. F. y Enriquez, R. G. (1995). Isolation and characterization of
citotoxic and antimicrobial glycosides from Ipomoea stans. Journal of Natural
Products, 58, 1730-1734.

Srivastava, R. y Kassum, S. (1991). Structure of pescaproside E, a fatty acid
glycoside from Ipomoea pes-caprae. Carbohydrate Research, 272, 169-176.

Trease, G. E. y Evans, W. C. (2002). Pharmacgnosy. 15" ed. WB Saunders,
USA.

Wagner, H. Y Schwarting, G. (1997), Struktur der microphyllinsdure aus dem
harz von Convolvulus Microphyllus. Phytochemistry, 16, 715-717.

101



	Portada 
	Indice
	Glosario
	I. Introducción 
	II. Antecedentes 
	III. Justificación 
	IV. Objetivos 
	V. Parte Experimental 
	VI. Resultados y Discusión
	VII. Conclusiones
	VIII. Bibliografía 



