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RESUMEN

La presente investigacion contempld la separacion, purificacion y caracterizacion
estructural de los glicolipidos mayoritarios presentes en la resina glicosidica de las flores de

la especie vegetal Jpomoea murucoides.

La primera fase de la investigacion consistio en la estandarizacion de las condiciones en la
cromatografia de liquidos de alta eficiencia para lograr la maxima resolucion de los
glicolipidos individuales de la especie en estudio. La purificacion de cada uno de ellos se
logro a través del empleo de una columna de fase reversa (C—18), utilizando mezclas de
acetonitrilo-agua y acetonitrilo-metanol en diferentes proporciones como sistemas de
elucion, y un detector de indice de refraccion. El empleo de esas condiciones permitio la
separacion y la purificacion de cuatro glicolipidos, de los cuales tres corresponden a

estructuras novedosas en la literatura y que se denominaron como las murucoidinas I-111.

La segunda etapa contemplo la elucidacion estructural de los constituyentes purificados,
utilizando métodos quimicos, espectrométricos (EM-FAB) y espectroscopicos (RMN) de
alta resolucion. Con el empleo de métodos de degradacion quimica (saponificacion) de la
fraccion mayoritaria y la comparacion de los datos espectroscopicos registrados para los
productos de reaccion con los descritos en la literatura se logroé la identificacion estructural
de los dos nicleos pentasacaridos constitutivos de las resinas glicosidicas de /pomoea

murucoides como el acido simonico B y el 4cido operculinico A.

Las estructuras moleculares de los glicolipidos individuales corresponden a
diastereoisomeros, diferenciandose en la posicion de lactonizacion. Cada uno de los
glicolipidos naturales de esta serie presento la esterificacion por el acido 2-(S)-metilbutirico
en las posiciones C-2 y C—-4 de las ramnosas Ram’ y Ram’’, respectivamente. La
naturaleza de los glicolipidos, el sitio y la secuencia de glicosilacion, asi como la
localizacion de los grupos acilantes sobre la cadena oligosacarida se determino a través del
empleo de dos técnicas de analisis estructural de alta resolucion: la espectrometria de masas
de bombardeo por atomos acelerados (EM-FAB) y la espectroscopia en la resonancia

magnética nuclear de protones (‘"H-RMN) y de carbono—13 (*C-RMN).
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La ilustracion corresponde a una especie arborea del género Jpomoea identificada con el
nombre de Convolvulus quahutzehuatl y elaborada durante La Real Expedicién Cientifica a
Nueva Espafia (siglo XVIII) comandada por los naturalistas José Mariano Mocifio de
origen mexicano y el espafiol Martin Sessé. Se observa una segunda anotacién
identificandola como Ipomoea multiflora. Sin embargo, el nombre vernaculo
“Quauzehuatl” (Quauh = arbol; zahuatl, ¢cahuatl o ¢auatl = rofia, tifia) utilizado para su
clasificacién boténica corresponde a la variante del nahuatl contemporaneo de la palabra
cazahudatic, que en el estado de Morelos derivé en cazahuate para nombrar a esta planta.
Esto permite su identificaciéon inequivoca como Ipomoea murucoides Roem. & Schult.
[Véase R. McVaugh. Botanical Results of the Sessé & Mocifio Expedition (1787-1803).
Vol. VII. A Guide to Relevant Scientific Names of Plants. Hunt Institute for Botanical
Documentation. Pittsburg, Carnegie Mellon University, 2000: pp. 193-196. Turner
Collection no. 1065].
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Introduccion

I. INTRODUCCION

Existen evidencias de orden arqueologico, mediante estudios especializados en la
investigacion de polen fosil y coprolitos (heces petrificadas), de que los primeros habitantes
del actual México hace miles de afios ya conocian, seleccionaban y utilizaban plantas

curativas.'

En México, el conocimiento y uso de las plantas medicinales proviene directamente de la
época prehispanica, de mas de quinientos afios de antigliedad. La flora medicinal del centro
y sur de Mexico, donde surgieron las culturas mesoamericanas mas importantes, es
ampliamente conocida; en dichas regiones abundan las fuentes autoctonas para el
conocimiento de su botanica medicinal: pictografias, codices, libros sagrados, pinturas
murales, esculturas y figurillas de ceramica, asi como una rica tradicion oral de los

diferentes grupos étnicos aun existentes.

El registro escrito mas antiguo sobre plantas medicinales, mal llamado “Cédice Badiano”,
es el Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis (Opusculo acerca de las hierbas
medicinales de los Indios) que fue dictado en Nahuatl en 1552 por el médico indigena,
Martin de la Cruz de Tlatelolco, traducido y escrito al latin, por otro indigena xochimilca,
Juan Badiano. Esta obra contiene 185 ilustraciones de las plantas a color y menciona el uso
de 270 especies vegetales.” De igual forma en el siglo XVI, Fray Bernardino de Sahagun,
escribio su obra “Historia General de las Cosas de la Nueva Espafia”, también conocida
como el Codice Florentino, el texto fue escrito en espaifiol y nahuatl y contiene informacion
sobre aproximadamente 250 plantas medicinales, acompafiado por numerosas ilustraciones

delineadas y coloridas.

Algunos afios después, La Historia Natural de la Nueva Esparfia fue escrita por Francisco
Hernandez, el protomédico del rey Felipe I1 de Espaiia, quien fue comisionado para llevar a
cabo una expedicion que diera cuenta de las riquezas naturales de la Nueva Espana y su

extenso trabajo contiene 3,076 plantas medicinales.’



Introduccion

Las fuentes citadas, entre otras representan una rica informacién etnomédica prehispanica
para la preseleccion efectiva de plantas medicinales en la bisqueda de fuentes potenciales
de nuevos medicamentos. Una de las familias que se encuentra mejor representada por sus
propiedades medicinales, purgativas y alucinégenas (de uso en los rituales religiosos) es la
de las convolvuldceas donde los géneros mas significativos son Ipomoea, Convolvulus,

y . 3
Exogonium y Operculina.

Los remedios purgativos (tflanoquiloni) conocidos de los aztecas prehispanicos consistian
principalmente de extractos de tubérculos conocidos como “cacomotli tlanoguiloni”
(camotli = raiz comestible, “camote”) todas estas raices fueron identificadas como especies
del género Ipomoea, que incluia entre otras a Ipomoea aquatica, Ipomoea batatoides,

Ipomoea emetica, Ipomoea quinquefolia e Ipomoea stans.’

Entre las ilustraciones del Cddice Badiano se destaca la representacién de un miembro del
complejo medicinal “cacomotli tlanoquiloni”, un tubérculo grande con flores rojas
clasificada como una especie del género Ipomoea, donde se describe sus propiedades

purgativas del abdomen.’
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Ilustracién de la raiz de jalapa (I[pomoea purga) ingrediente purgativo de la hierba medicinal
prehispénica conocida como Velicpahtli (uelic = sabroso, pahtli = remedio) (F.32.r.).



Introduccion
—_—

Aparte de sus propiedades purgativas en la época prehispénica esta familia se utilizaba en
los rituales con fines adivinatorios, es decir como alucinégenos, donde podemos citar las
plantas llamadas bado (Turbina corymbosa) y bado negro (Ipomoea violacea). Estas son
originarias del sureste mexicano y constituyen uno de los principales alucinégenos sagrados
de los grupos indigenas de Oaxaca, sus semillas se conocen genéricamente como
ololiuhqui, y su primera mencién data del siglo XVI en el Cédice Florentino,” donde
Sahagiin describe: “Hay una planta que llaman coatl xoxouhqui (planta serpiente). Da un
grano que lleva el nombre de ololiuhqui (cosa redonda). Embriaga y vuelve loco, es
medicinal”. Francisco Herndndez también hace mencién del ritual realizado con semillas de

ololiuhqui que incorpora muchos elementos cristianos.’

El uso ritual de estas semillas sagradas estuvo ampliamente difundido en la época
prehispédnica, como lo atestigua el mural de Tepantitla que forma parte de la arqueologia
Teotihuacana. Donde las flores de la planta que florece en el Tlalocan, el paraiso del Dios
Tléloc, representa probablemente a una de las especies arborescentes de Ipomoea conocidas

como cazahuates.

Fragmento del mural de Teotihuacén (500 A.C.), que reperesenta a Xochiquétzal la madre
Diosa de las aguas terrenales y se relaciona con los alucinégenos del ololiuhqui o de alguna
especie arborescente del género Ipomoea.
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En la actualidad, continian en uso y al parecer con el resurgimiento de los fitofarmacos,
constituyen fuente de materias primas que cuando se les ingiere en forma de infusiones o
son aplicadas topicamente ejercen su accion terapéutica. En la mayoria de los casos la
poblacion emplea estos recursos de manera empirica, ya que el conocimiento de las plantas

y su uso especifico se ha trasmitido verbalmente de una generacion a otra.

Una de las caracteristicas mas notables de esta familia es la presencia de células secretoras
de resinas glicosidicas en sus tejidos foliares y radiculares.® Estas glicoresinas constituyen
uno de los aspectos quimiotaxonomicos responsables de la accion purgativa, propiedad

medicinal mas reconocida para estas plantas.’

Desde el punto de vista quimico, las resinas glicosidicas de las convolvulaceas son
derivados glicosilados de acidos grasos mono o dihidroxilados de 14 a 16 atomos de
carbono, conocidos como glicolipidos o lipopolisacaridos. Los glicolipidos caracteristicos
del género Ipomoea constituyen una serie de oligosacaridos que tienen la particularidad de
ser moléculas anfipaticas por la presencia simultanea en su estructura molecular de un
nucleo oligosacarido hidrofilico y una porcion hidrofébica constituida por la aglicona, la

cual forma generalmente un éster intramolecular con la cadena oli gosacarida.’

La investigacion quimica de las resinas glicosidicas se inicié a mediados del siglo XIX,” la
naturaleza quimica y la complejidad estructural de las resinas glicosidicas ha constituido un
obstaculo que ha dificultado el aislamiento de sus constituyentes individuales y la
caracterizacion estructural de los mismos. Gracias a los avances tecnologicos en los
procedimientos de aislamiento y purificacion como la cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE) y resonancia magnética nuclear de alta resolucion (500-600 MHz) para
la identificacion de las estructuras quimicas, se ha logrado la caracterizacion total de las
complejas estructuras de los constituyentes individuales de las resinas glicosidicas de las

convolvulaceas durante la Gultima década.
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Estas resinas glicosidicas estan constituidas por acidos grasos volatiles, no volatiles y
carbohidratos. Los residuos volatiles identificados con mayor frecuencia incluyen a los
acidos tiglico, isobutirico, metilbutirico, nilico® y cinamico. Los acidos grasos de alto peso
molecular caracterizados en las especies del género Ipomoea incluyen a los acidos
hexanoico, octanoico, decanoico y dodecanoico. El acido hexadecanoico hidroxilado en la
posicion C-11, conocido con el nombre de acido jalapinolico, representa la aglicona que
con mayor frecuencia se presenta en las resinas del género /pomoea. Por otra parte, los
carbohidratos incluyen a la D-glucosa, la D-fucosa, la D-quinovosa y la L-ramnosa.’ En la
especie IJpomoea operculata se ha establecido la presencia de la D-xilosa como una de las

unidades sacaridas constitutivas.’

Las propiedades biologicas de las resinas glicosidicas son diversas y no se puede

generalizar sobre sus propiedades terapéuticas; estas abarcan actividades antimicrobianas,

antiepilépticas, anticancerigenas (Ipomoea stans)'*"'

3,12

y en especial, purgativas (/pomoea

purga, Ipomoea orizabensis, entre otras).

El amplio espectro de actividades biologicas atribuidas a las resinas glicosidicas, asi como
la complejidad y la diversidad estructural de sus glicolipidos individuales, convierten a
estos metabolitos en un sujeto de estudio atractivo y practicamente inexplorado. El
principal objetivo planteado para el desarrollo experimental de la presente disertacion
contemplo el aislamiento, la purificacion y la caracterizacion estructural de los acidos
glicosidicos constitutivos de las resinas de Ipomoea murucoides y de los glicolipidos
individuales mayoritarios mediante el empleo de cromatografia de liquidos de alta
eficiencia para el aislamiento y purificacion, asi como de la resonancia magnética nuclear

de alta resolucion (500-600 MHz) para su caracterizacion estructural.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas de la familia Convolvulaceae

La familia de las convolvuldceas se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial, en
especial en las regiones tropicales, subtropicales y templadas de ambos hemisferios. En el
mundo se estiman alrededor de 55 géneros y 1650 especies, los géneros mas
representativos son Ipomoea (500 especies), Convolvulus (250 especies) y Cuscuta (170

especies).

El nombre de la familia deriva del latin convolvo que significa entrelazarse y se refiere en
términos generales a su forma de crecimiento. Todos los géneros de esta familia tienen una
morfologia parecida (Figura 1), siendo la mayoria enredaderas con hojas alternas y simples
(1); tallos generalmente trepadores (2); flores muy grandes y vistosas, su cdliz constituido
por cinco sépalos libres (3) y una corola con cinco pétalos fusionados formando un claro
embudo (4). Dentro de las angiospermas, la familia de las convolvulédceas representa una de
las mas grandes y diversas de México, reportindose quince géneros y aproximadamente

217 especies."‘

Figura 1. Morfologia general de las Convolvulaceas.
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2.2 El género Ipomoea

En México, el género Ipomoea es uno de los mayoritarios con un grado de endemismo de
aproximadamente el 65%. La distribucion de estas especies en el pais se ilustra en la figura
2, de la cual se deduce que el endemismo de /pomoea esta concentrado en las regiones

subtropicales de la costa del Pacifico.

Figura 2. Distribucion del género Jpomoea en México. El primer niimero representa el nimero de
especies que existen en cada region y el segundo el nimero de especies endémicas en la misma.

La mayoria de las plantas del género /pomoea son enredaderas con tallos enroscados que
alcanzan de 1 a 5 metros. Existen unas cuantas especies como /pomoea phillomega e
Ipomoea santillanii que son lianas tropicales y alcanzan alturas de hasta 15 metros. Otras
especies como Ipomoea imperata e Ipomoea 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 (/pomoea stans, Ipomoea
duranguensis e Ipomoea sescossiana) son arbustos perennes, lefiosos y herbaceos, que
crecen hasta 1.0 metro. La especie Jpomoea carneae existe como un arbusto lefioso tropical
que crece de 2 a 4 metros. Otras especies de /pomoea de la serie arborescentes crecen en

forma de arboles de madera suave y alcanza de 3 a 9 metros de altura.
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Este género tiene importancia econdmica por sus usos alimenticios ([pomoea batatas),"
ornamentales (/pomoea carnea, Ipomoea alba, entre otras) y medicinales (lpomoea purga e
Ipomoea stans). Entre los principales usos medicinales de este género destacan sus

propiedades purgativas, '

siendo el principal exponente la raiz de jalapa, Jpomoea purga.
En el centro de México, la raiz de Ipomoea stans,'” se usa como catartico y junto con la
jalapa ligera (/Jpomoea orizabensis), constituye un adulterante de la verdadera raiz de jalapa
(Ipomoea purga). En algunos casos, la actividad biologica descrita se debe a la presencia de

alcaloides del tipo ergolina, compuestos caracteristicos de la familia.'***

Algunos ejemplos
de la actividad biologica de los alcaloides presentes en las convolvulaceas son la actividad
analgésica de Ipomoea intrapilosa,* las alucinaciones de uso ritual entre los pueblos
mesoamericanos’ y las intoxicaciones provocadas en algunos animales debido a la

ingestion de plantas forrajeras contaminadas con estas malezas (Jpomoea lonchophylla).*’
2.3 Antecedentes botanicos y etnobotanicos de Ipomoea murucoides

De la especie medicinal mexicana [pomoea murucoides, hasta la fecha, no existen estudios
previos en la literatura sobre la composicion quimica de sus resinas glicosidicas. Se han
descrito estudios sobre el contenido de acidos grasos en las semillas y algunas

investigaciones de caracter veterinario sobre su posible toxicidad al ganado.*®

Ipomoea murucoides (figura 3) es nativa de México, crece en las zonas tropicales”
formando parte de matorrales aridos abiertos, a menudo sobre pendientes rocosas o planas,
frecuentemente en bosques de robles, entre 600 y 2000 m al nivel del mar. Entre los
nombres comunes de /pomoea murucoides encontramos los siguientes: cazahuate,
cazahuate negro, micaquahuitl, ozote, pajaro bobo, arbol de venado, palo blanco, palo
santo, siete camisas, siete pellejos, tonche, palo flojo, palo de muerto.’® Esta especie se
encuentra distribuida en Guerrero (Xalpatlahuac), Jalisco (San Martin Hidalgo), Michoacan
(Zitacuaro, El Cerrito), Oaxaca (Huayapan, Santos Reyes Tepejillo), Estado de México
(Nepantla de Sor Juana, Malinalco); Querétaro (Esperanza), Puebla (Valsequillo) y Morelos

(Oaxtepec).
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Figura 3. Ilpomoea murucoides Roem. & Schult.
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Esta especie de [pomoea es un arbol de 4 a 8 m de altura, de madera blanda pero resistente
que produce latex, de tronco claro; con ramas floriferas de 5-6 mm de diametro, flores
solitarias, axilares o en paniculas terminales. Sépalos desiguales; los exteriores de 20-25
mm de largo por 14-15 mm de ancho. Corola blanca, ampliamente acampanulada,
pubescente por fuera, de 7-7.5 cm de diametro; ovario conico glabro. Semillas de 11-12
mm de longitud, con largos pelos en la parte dorsal, superior y en los bordes, por lo demas,
lisas, hojas oblongo-lanceoladas, 7-12 ¢cm de largo, redondeadas a obtusas hacia la base,
largamente acuminadas, pubescencia tomentosa en el envés, florece de octubre a abril y

pierde las hojas de noviembre a diciembre.

La figura 4 corresponde a la planta xiuhamolli del Codice De la Cruz Badiano, que se ha
interpretado con el nombre azteca de cauhzahuatl o cazahuate (zahuatl = rofioso; quauh =
arbol), como se conoce en la actualidad en el estado de Morelos.’' Las especies [pomoea
murucoides o Ipomoea intrapilosa se han identificado como la convolvulacea arborea
representada en esta ilustracion. En el manuscrito azteca esta planta se recomienda contra la

caida del pelo, aplicando la hierba triturada y cocida en orina de perro.

La flor del cazahuate se utiliza para detener las hemorragias. Su corteza se emplea como
antidoto en la picadura de alacranes y mordedura de serpientes;, su latex se aplica sobre
heridas y llagas. Por otra parte la corteza del cazahuate se combina con otras plantas para
tratar la inflamacion estomacal. Ademas, el cazahuate se utiliza contra la hidropesia y la
paralisis y su cascara hervida para evitar la caida del cabello refregandolo después de
haberlo lavado.*® Ipomoea murucoides forma parte de la lista de plantas medicinales y

aromaticas de procedencia nacional con mayor demanda comercial en México.*

Los cazahuates se consideran magicos desde la época precolombina en todo el altiplano
mexicano. La floracion en la época de sequias, segin las creencias populares, anuncia las
primeras lluvias y las flores se aplican sobre el cuerpo para tratar padecimientos “del agua y

. . s 33
el frio”, de manera semejante a como se utilizan los toloaches (Datura sp.).

10
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Figura 4. Ilustracién del cazahuate en el Cédice Badiano (F.9.r.). El simbolo del agua por debajo
de las raices de la planta indica que este arbolillo se nutre del agua profunda durante la época de
sequia cuando florece.

2.4 Resinas glicosidicas en la familia Convolvulaceae

Uno de los primeros estudios en donde se pretende relacionar a los glicolipidos con alguna
actividad biol6gica es el efectuado en las partes aéreas de Ipomoea leari donde se aisl6 un
glicésido denominado “ipolear6sido”. Este glicolipido demostr6 poseer actividad
anticancerigena.”® En Ipomoea stans estas resinas han demostrado propiedades
anticonvulsivas,” citotéxicas,!’ y efectos vasoactivos.”® En el caso de la actividad
alelopatica de Ipomoea tricolor,”” se demostré que los compuestos responsables son la
resinas glicosidicas presentes en la raiz.**"> Otro ejemplo es el estudio de la actividad

. ’ . . . . . + . 3
anticancerigena y antimicrobiana de las glicoresinas de Ipomoea bahiensis.”

La caracteristica estructural comin que poseen los constituyentes individuales de las
resinas glicosidicas encontradas en el género Ipomoea y en la familia Convolvulaceae es el
niicleo oligosacdrido (acilado en la mayoria de los casos) combinado con el grupo carboxilo

de la aglicona para formar un éster macrociclico. En todos los estudios sobre la actividad

11



Antecedentes

biologica se encontré que la lactona macrociclica constituye una caracteristica estfuctural
importante para la actividad de estos compuestos, ya que al hidrolizarse el enlace éster, la
actividad biologica desaparece o disminuye considerablemente.'* La diversidad
estructural de estos compuestos depende de las diferencias observadas en el tipo y nimero
de unidades monosacaridas que constituyen el nucleo oligosacarido, en la secuencia de
glicosilacion y en la posicion de acilacion y lactonizacion. A pesar de que la literatura
relacionada con la caracterizacion estructural de lipopolisacaridos de la familia de las
convolvulaceas no es tan abundante como la relacionada con otras clases de metabolitos
secundarios, e.g. los alcaloides, y debido a que los compuestos aislados y caracterizados
durante el desarrollo experimental de la presente disertacion corresponden a resinas
glicosidicas con nicleos estructurales pentasacaridos, en la presente seccion solo se

discutira la diversidad estructural de éstos en la familia en estudio.

2.4.1 Oligopentasacaridos de las resinas glicosidicas en la familia Convolvulaceae

2.4.1.1 Acido microfilico

De Convolvulus microphyllus como constituyente mayoritario del nicleo oligosacarido de
su resina soluble en éter se aislo el acido microfilico identificado como el O-a-L-
ramnopiranosil-(1— 6)-[O-a-L-ramnopiranosil-(1— 4)]-O-B-D-glucopiranosil-(1— 3)-O-

a-L-ramnopiranosil-(1— 3)-O-B-D-fucopirandsido del acido 11-hidroxipalmitico (figura

41
5). TH3
OH ©
H,C H
Q 0—CH
OH (([:Hz)s
HC COOH

OH
S
HO
HC Lo}
o
OH
Re ©
HO
HO
OH
Figura 5. Estructura del acido microfilico constituyente mayoritario de Convolvulus microphyllus.
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2.4.1.2 Acidos operculinicos Ay B

En Ipomoea operculata®*®® los acidos operculinicos A-G fueron generados como los
productos de hidrolisis alcalina de las operculinas I-XVIII (figuras 7 y 8), los acidos Ay B
(figura 6) son pentasacaridos. Al parecer, el acido operculinico A es frecuente en la familia
de las convolvulaceas ya que también forma parte de los nicleos glicosidicos de las

. . . 45 . - . «
especies Jpomoea stolonifera,** Quamoclit pennata,*> Merremia hungaiensis*® y Merremia

47-49

mammosa.

OH

fo) Acido operculinico A

o]
H}C
(o]
HO
OH
Hic O
Q OH
Acido operculinico B
OH

Figura 6. Estructuras de los acidos operculinico A y B de Ipomoea operculata.
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2.4.1.2.1 Operculinas

Las raices de /pomoea operculata son un laxante drastico y se han utilizado como
substitutos de la raiz de jalapa ([pomoea purga) en Europa.*’ De la porcion jalapina, se han
aislado las operculinas I-XVIIL.>*** A continuacion se ilustran solo las estructuras de las

operculinas con el nicleo del 4cido operculinico A (figura 7) y B (figura 8).

operculina | R1 = Rz = dodecanailo
operculinall  Rq = R2 = decanoilo

operculina VIl R4 = dodecanoilo, Rz = decanoilo
operculina Vil R4 = decanoilo, R2 = dodecanoilo
operculina Xll R4 = dodecanoilo, Rz = H
operculina XIV R4 = decanoilo, R2 =H

operculina XV R4 = H, Rz = dodecanoilo

H3
o
H,C o
R HO o OH
oH
HO | HO
HO

operculina V OH

Figura 7. Estructuras de las operculinas con el nicleo del acido operculinico A.
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operculina lll R4 = Rz = dodecanoilo
operculina V. R4 = R2 = decanoilo

operculina IX R4 = dodecanoilo, R2 = decanoilo
operculina X R4 = decanoilo, R = dodecanoilo
operculina XVI R4 = dodecanoilo, Rz =H

operculina XVIl R4 = decanoilo, R =H
operculina XVIll Rq = H, R2 = dodecanoilo

H3
o]
H3 lo) OR,
Re HO' o OH
OH
HO | HO
Ho

Figura 8. Estructuras de las operculinas con el niicleo del acido operculinico B.
2.4.1.2.2 Estoloniferinas

De la porcion soluble en éter (jalapina) que resulté del fraccionamiento del extracto
metanolico de Jpomoea stolonifera, se aislaron doce constituyentes, las estoloniferinas I-
XI1.*** Las estoloniferinas con el nucleo del acido operculinico A se diferencian en la
posicion de la esterificacion intramolecular con la aglicona sobre la unidad de ramnosa
interna. En el caso de las estoloniferinas V, VI y VII, la lactonizacion se establece en la
posicion C-2 para generar una estructura macrociclica de 18 miembros, mientras que la
estoloniferina IV presenta un macrociclo de 19 miembros mediante la esterificacion

intramolecular por la aglicona en la posicion C-3 de la unidad de ramnosa interna (figura

9).
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estoloniferina IV Rq = 2(S)-metilbutancilo

Hf (o]
o
H3C Q
Ry
HO o OH
OH
HO | HO
HO

estoloniferinaV R4 = 2(S)-metilbutanocilo
esloloniferina VI Rq = n-hexanoilo

estoloniferina VIl R1 = n-octanoilo

Figura 9. Estructuras de las estoloniferinas IV-VII, constituyentes de la porcion jalapina de
Ipomoea stolonifera con el nicleo del acido operculinico A.
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2.4.1.2.3 Quamoclinas

El estudio de la composicion quimica de la jalapina de la especie Quamoclit pennata®
condujo al aislamiento de las quamoclinas I-IV. Las cuales fueron aisladas y purificadas
mediante cromatografia liquida de alta eficiencia. Todos los compuestos se encuentran
formados por una cadena ramificada de monosacaridos, los cuales consisten en unidades de

fucosa, ramnosa y glucosa (nucleo del acido operculinico A).

Las quamoclinas I, IIT y IV (figura 10) corresponden a macrolactonas cuya esterificacion
intramolecular se localiza en la posicion C-2 de la ramnosa interna. En tanto que para la
quamoclina II (figura 11), la lactonizacion ocurre en la posicion C-3 de la misma unidad de
metilpentosa. La aglicona que forma la lactona en estos constituyentes de la jalapina de
Quamoclit  pennata fue identificada como el acido 11-hidroxitetradecanoico
(convolvulinico) en las quamoclinas 11 y III. En el caso de las quamoclinas I y IV, se

identifico al acido 11-hidroxihexadecanoico como la aglicona de estas moléculas.

quamoclinal Ry{=H Rz=CzHs
quamoclina lll Ry =Rz =H
quamoclina IV R =Rz =C2Hs

HJC O
o]
(o]
o (o]
/>).K & -
H HO o [ oH
OH
R

HO | HO

HO

Figura 10. Estructuras de las quamoclinas I, IIl y IV constituyentes de la porcion jalapina de
Quamoclit pennata.
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quamoclina Il
Hac o]
(o]
(o]
/>)J\ & ° °
“H Ho 0" J oH

OH

HO{ HO
HO

Figura 11. Estructura de la quamoclina Il, constituyente de Quamoclit pennata.

2.4.1.2.4 Tuguajalapinas

La raiz de Merremia hungaiensis*® es un remedio tradicional chino conocido como “Tu
Gua” y utilizando en el tratamiento de la hepatitis cronica y la hernia. El estudio
fitoquimico de esta especie medicinal permiti6 aislar y caracterizar a diez glicolipidos, las
tuguajalapinas I-X (figura 12). Las tuguajalapinas I, IV y IX son macrolactonas cuya
esterificacion intramolecular se localiza en la posicion C-3 de la ramnosa interna. En tanto
que para las demas tuguajalapinas, la lactonizacion ocurre en la posicion C-2 de la misma

unidad de metilpentosa.
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R1
tuguajalapina | palmitoilo
tuguajalapina IV estearoilo
tuguajalapina IX H
o]
/\/\/\/\/\/\/\)k 5
Ho
R1 R2
tuguajalapina Il H palmitoilo OH
tuguajalapina Il palmitoilo H R 5
tuguajalapina V H estearoilo Ho.
tuguajalapina VI estearoilo H
tuguajalapina VI H araquidoilo o
tuguajalapina VIl araquidoilo H
tuguajalapina X H H H o
HO [o]
o}
MG o
o]
o o o
/\/\/\/\/\/\/\)J\ N
HO 9" [ oH
OH
RO [ HO
o

Figura 12. Estructuras de las tuguajalapinas I-X, constituyentes de la resina glicosidica de
Merremia hungaiensis.
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2.4.1.2.5 Mamosidos

Los tubérculos de Merremia mammosa forman parte de los componentes de un remedio
crudo utilizando en Indonesia para el tratamiento de la diabetes y para malestares del
sistema respiratorio.”® La investigacion fitoquimica®”* de esta especie condujo al
aislamiento de trece glicolipidos nombrados como merremésidos a-h;, mamosidos A, B, H,

y Hz.‘“

Estos glicolipidos aislados de la porcion soluble en éter de la resina glicosidica preparada a
partir de los tubérculos frescos de Merremia mammosa difieren tanto por el nimero y la
naturaleza de los grupos acilantes y de los monosacaridos que integran las cadenas
oligosacaridas como por el sitio de esterificacion intramolecular. Solo se muestran los
pentasacaridos con el nicleo del acido operculinico A (mamésidos H; y H;) en la figura 13.
La localizacion de los grupos ésteres en los merremosidos naturales se logro combinando la
informacion obtenida a través de los efectos causados por la acilacion en sus respectivos
espectros de RMN de 'H y el estudio de los patrones de fragmentacion en sus espectros de

masas.

OH
c
& 0
[o]
|.|3
HO
Hy o
o
o oR,
H, (o]
R/ mamésido Hy Ry = COCH(CH;)CaHs R2 = COCH(CHs)2
HO OH  mamosido Hp Ry =R2=COCH(CH)2
OH
HO{ HO

Figura 13. Estructuras de los mamésidos H, y H,, constituyentes de la porcion jalapina de
Merremia mammosa con el nicleo del acido operculinico A.
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2.4.1.3 Acido merremosido j

De la jalapina de los tubérculos de Merremia mammosa, se obtuvo el acido merremosido j,
como pentasacarido novedoso, identificado como el 11-O-a-L-ramnopiranosil-(1— 4)-O-
(3-O-B-D-glucopiranosil)-o-L-ramnopiranosil-(1— 4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1— 4)-O-o-

L-ramnopiranosido del acido (115)-hidroxihexadecanoico (Figura 14).

o
Hsc O
HO
OH
HBC O
HO
OH
H,C
o
H.C o Ot HOOC
H
HO e} OH
OH
HO | HO
OH

Figura 14. Estructura del acido merremdsido j, constituyente de Merremia mammosa.
2.4.1.3 1 Merremosidos
Continuando con Merremia mammosa, entre los pentasacaridos de esta especie se

encuentran los merremésidos f, g, h; y h, (Figura 15), los cuales tienen el nicleo del acido

merremosido .
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Finalmente, la capacidad ionoforica de los merremésidos a—d y f~h, se evaluo in vitro
empleando eritrocitos humanos. Los merremodsidos con cinco unidades sacaridas
demostraron una mayor capacidad para acarrear los iones de Na', K' y Ca’, mostrando
cada uno de estos glicolipidos una selectividad para los diferentes iones. La ruptura de la

estructura macrociclica provoco la pérdida total de la actividad ionoforica.*’

merremésido f R1{ = COCH(CH3)C2Hs R2 = COCH(CH3)2

H.C 0
merremésido g R1 = R2=COCH(CH3)2 3

o]

H,C
o
H3C O
o
o o
HC " OR,
R.O
< HO o OH
OH
HO| Ho
OH
HC
HO
H,C o]
o]
o
H.C o OR
o
HO ? OH  merremésido h1 R = COCH(CH3)C2H5
OH merremésido h2 R= COCH(CH3)2
CH;,
HiC
HO | HO
OH

Figura 15. Estructuras de los merremosidos f, g, h; y h,, constituyentes de la jalapina de Merremia
mammosa.
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2.4.1.4 Acidos multifidinicos A y B

De la jalapina de las hojas de Quamoclit multifida, se obtuvieron los acidos multifidinicos
Ay B (figura 16) como pentasacaridos novedosos con las mismas unidades monosacaridas
y secuencia de glicosidacion, pero diferente aglicona. La elucidacion estructural de estos
compuestos se realizo a través de métodos quimicos degradativos, el analisis de la RMN

bidimensional y EM-FAB.*®

HO 0
HO
0
Hac 0
0
HO
HC & OH
0
1% OH Acido multifidinico A Ry = H
HOHaC 0 Acido multifidinico B R1 = C2Hs
HO 0 OH
OH
HO | HO
HO

Figura 16. Estructuras de los acidos multifidinicos A y B, constituyentes de las resinas de
Quamoclit multifida.

2.4.1.4.1 Multifidinas

De la Quamoclit multifida, planta decorativa que es un hibrido de Quamoclit pennata (L.)
Bojer (Ipomoea quamoclit L.) y Quamoclit coccinea Moench (Ipomoea hederifolia L.), se
obtuvieron las multifidinas 1 y II (Figura 17) junto con las quamoclinas I-IV (seccion

2.4.12.3).
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multifidinal Rq1=Rz2=H
multifidina Il R1= H Ry =CoHs

H,C
O
0
/>)J\ e 2
=, 0
H Ho Q
OH
HO Y HO

HO

Figura 17. Estructuras de las multifidinas I y II, constituyentes de la porcion jalapina de Quamoclit
multifida con los nicleos de los acidos multifidinicos A y B.

2.4.1.5 Acido woodrosinico A

De Ipomoea tuberosa se obtuvo el acido woodrosinico A identificado como el 11-O-B-D-
glucopiranosil-(1—6)-O-B-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)]-0-B-D-

glucopiranosil-(1—>2)-B-D-glucopiranésido del 4cido jalapindlico (figura 18).%

COOH

m\/\/\r\/\/\/\/\/
Q o

HO

HO. HO (0]

HO
1 o)
HO
o.

OH HO o)

o)

HO O  hc o
OH

Figura 18. Estructura del acido woodrosinico A constituyentes de las resinas de [pomoea tuberosa
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2.4.1.5.1 Woodrosinas

Ipomoea tuberosa (Merremia tuberosa) es una especie conocida en Japon con el nombre
comun de palo de rosa (“woodrose”) por la coloracion de sus calices. Los tubérculos, asi
como las hojas y semillas se consumen como alimentos. El estudio fitoquimico de las
resinas glicosidicas de esta especie condujo al aislamiento de dos glicolipidos mediante el

procesamiento de la convolvulina preparada a partir de los tallos.

Los metabolitos aislados y nombrados como woodrosinas I y II (figura 19) estan formados
por el mismo nucleo glicosidico, el acido woodrosinico A. Las dos woodrosinas se

encuentran esterificadas cada una en cuatro posiciones idénticas de la cadena oligosacarida.

La saponificacion de estos metabolitos produjo el acido (2S8)-metilbutirico como tunico
residuo volatil presente en la woodrosina I, mientras que la woodrosina 11 produjo ademas
el acido 2-metilpropanoico. La localizacion de los sustituyentes acilos sobre la cadena
oligosacarida se estableci6 mediante el analisis comparativo de los desplazamientos
quimicos de los protones (Ad) en el acido preparado y las sefales en los productos
naturales. La esterificacion intramolecular en la posicion C-2 de la glucosa externa se
corrobor6 a través de la solvolisis de las woodrosinas 1 y II, mediante su tratamiento con
3% de trietilamina en MeOH. De esta forma, la comparacion de los desplazamientos
quimicos de los nucleos de 'H del éster metilico correspondiente a la apertura de la lactona
con los observados para el acido woodrosinico A permitié observar un desplazamiento
quimico a campo alto para el proton H-2 de la unidad de glucosa terminal. Por lo tanto,
esta posicion representa el sitio de esterificacion intramolecular en los productos naturales

para la generacion del macrociclo de 33 miembros.
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woodrosinal R = )-S/\
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o

woodrosinall R = )H/

Figura 19. Estructuras de las woodrosina I y II, constituyentes de la convolvulina de Ipomoea
tuberosa.

2.4.1.6 Acido farbitico C

En las semillas de la especie Pharbitis nil,*® la saponificacion de la farbitina en un principio
se pensaba que proporcionaba un solo acido glicosidico llamado “farbitico”. Sin embargo, a
lo largo de varias décadas, se han reportado diferentes productos derivados de las
reacciones de hidrolisis alcalina y acida de la farbitina. A principios de los afios setenta y en
lo que constituye la primera “resolucion” cromatografica de glicolipidos de las
convolvulaceas, se estableci6 mediante analisis por cromatografia en capa fina (CCF) sobre
gel de silice (BuOH-AcOH-H;0, 4:1:5) que el “acido farbitico” consistia en una mezcla de
por lo menos cuatro acidos, denominados farbiticos A, B, C y D de acuerdo a sus factores
de retencion (Rf). Los acidos farbiticos C y D, fueron separados en forma de ésteres de p-
fenilfenacilo mediante una CCF preparativa sobre gel de silice, utilizando como sistema

eluyente la mezcla ternaria de CHCL-MeOH-H,O (7:3:1).” Se propusieron
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las estructuras completas de los acidos farbiticos C y D con base en las evidencias quimicas
y datos espectrométricos y espectroscépicos.58’6° Sin embargo, fue hasta 1990 cuando se
estableci6 de manera inequivoca la estructura de los acidos glicosidicos B, C y D
producidos por la saponificacion de la farbitina. Estos acidos difieren en el numero de
monosacaridos y en el tamafio de la aglicona. En la figura 20, sélo se muestra la estructura

. s " [y £_» 61
del acido farbitico C, el cual correspondi6 a un pentasacarido.

o oH /\/\‘/\/\/\/Y\COOH
OH
HO o
CHz o] HO
H o HOCH
OH o} o}
HO
HO

CHsa i Acido farbitico C
o b OH

Figura 20. Estructura del acido farbitico C constituyentes de las resinas de Jpomoea tuberosa.
2.4.1.7 Acido siménico Ay B

En Ipomoea batatas, ademas del acido operculinico C estan presentes los acidos simonicos
A y B (figura 21).°* Este ultimo también se encuentra como uno de los nucleos
oligosacaridos constitutivos de las resinas de Ipomoea stolonifera™ e Ipomoea pes-

3
caprae.®
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Figura 21. Estructuras de los acidos simonico A y B constituyentes de las resinas de Ipomoea
batatas.

2.4.1.7.1 Simoninas

Los tubérculos de I[pomoea batatas se utilizan como alimento. Se ha reportado que sus
hojas y raices son efectivas para el tratamiento de la leucemia, la anemia, la hipertension, la
diabetes y las hemorragias.®> En Jpomoea batatas se han aislados cinco glicorresinas, las
simoninas I-V de la jalapina de esta raiz, siendo la simonina I el primer ejemplo de una

. . v Py ; i e 62 v
jalapina esterificada en uno de los monosacaridos con el acido transcinamico.”” Para ilustrar
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las resinas del camote, solo se utilizaran los pentasacaridos con el nucleo del acido

simonico A y B, las simonina I1-V (Figura 22).

RARJ
R1 R2 R3 R4 R; o9
simoninall OH H CH20H mba Ho
simoninalll H OH CH3 mba o)
simoninalV. H OH CH3 decanoilo
simoninaVl H OH CH3 octanoilo
H.C
3
HO
e o
(o]
|..|3 o OR, o]
CHy(CH) g
HO o
o OH
H,C OH
HO

Figura 22. Estructuras de las simoninas II- V, constituyentes de las resinas de /pomoea batatas.

2.4.1.7.2 Estoloniferinas

Continuando con las estoloniferinas de [pomoea stolonifera; entre los pentasacaridos de
este especie con el nucleo del acido siménico B, encontramos las estoloniferinas 1, 11, III,
VIII, IX y X. En las tres primeras, la lactonizacion se establece en la posicion C-3 para
generar una estructura macrociclica de 19 miembros. Las estoloniferinas VIII, IX y X
presentan un macrociclo de 18 miembros mediante la esterificacion intramolecular por la

aglicona en la posicion C-2 de la unidad de ramnosa interna (figura 23).
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H,C (0]
(o}
Q OR, estoloniferinal R4 =R 2 = 2 (S)-metilbutanoilo
H,C 0 i
R,0 estoloniferina Il R4 = n-decanoilo, R 2 = isobutanoilo
HO e
OH (0] estoloniferina Il R4 = n-decanocilo, R 2 = 2 (S)-metilbutancilo
OH
H.C OH
HO
HC o
(o]

O OR . .
/% H,C o estoloniferina VIIl R = n-octanoilo

estoloniferina IX R = n-decanoilo

estoloniferina X R = n-dodecanoilo
OH

Figura 23. Estructuras de las estoloniferinas I-III y VIII-X, constituyentes de la jalapina de
Ipomoea stolonifera.
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II. JUSTIFICACION

El género Ipomoea posee poderosas actividades biologicas, entre las que destacan sus
propiedades citotoxicas de posible aplicacion terapéutica. Desde este contexto, se eligio
para la realizacion de un estudio fitoquimico, de acuerdo al criterio quimiotaxondmico, a la
especie medicinal mexicana /pomoea murucoides, de la cual no existen estudios previos en

la literatura sobre la composicion quimica de sus resinas glicosidicas.

El aislamiento y la caracterizacion de la composicion quimica de estos compuestos
permitira ampliar el escaso conocimiento relacionado con la diversidad estructural de estos
metabolitos biodinamicos y realizar una exploracién de los requerimientos estructurales

necesarios para su actividad citotoxica.

Asi, el presente trabajo de investigacion plantea la obtencion de las resinas glicosidicas
solubles en la porcion lipofilica (cloroformo) del extracto organico y el establecimiento de
su composicion quimica mediante el reconocimiento de las estructuras de los constituyentes

mayoritarios.
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IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivos generales
4.1.1 Caracterizar las estructuras moleculares de los acidos glicosidicos mayoritarios
generados mediante la hidrolisis alcalina de las resinas glicosidicas presentes en el extracto
cloroférmico de Ipomoea murucoides.
4.1.2 Aislar y purificar mediante la aplicacion de la cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) los glicolipidos individuales mayoritarios que constituyen las complejas mezclas
de las resinas glicosidicas presentes en el material vegetal de estudio.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Realizar reacciones degradativas para determinar la composicion quimica de la

jalapina de Jpomoea murucoides.

422 Establecer las condiciones instrumentales en la cromatografia liquida de alta

eficiencia para aislar los constituyentes individuales mayoritarios presentes en la jalapina.

4.2.3 Llevar a cabo la purificacion de los acidos glicosidicos mayoritarios constitutivos de

la jalapina, utilizando métodos cromatograficos de alta eficiencia (CLAE).
424 Caracterizar las estructuras de los nicleos oligosacaridos y de los constituyentes

individuales mayoritarios mediante técnicas espectroscopicas (RMN) y espectrométricas

(EM-FAB).de las resinas glicosidicas de [pomoea murucoides.

32



Parte experimental

V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Determinacion de las constantes fisicas

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogeno (‘H) y de carbono—13
(PC) se generaron en equipos Varian VXL-500 y Bruker AMX-500, operarando a una
frecuencia de 500 MHz en 'H y 125 MHz en "’C. Se utiliz6 piridina deuterada (CsDsN) y
los desplazamientos quimicos (8) se expresaron en ppm utilizando como referencia interna
el tetrametilsilano (TMS). Las rotaciones Opticas se determinaron en un polarimetro Perkin-
Elmer 241 utilizando metanol como disolvente. Los espectros de masas fueron registrados
en un aparato modelo JEOL SXIOA, utilizando como método de ionizacion el bombardeo
rapido de atomos (EM-FAB) en el modo negativo y a la trietanolamina como matriz. Los

puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.
5.2 Métodos cromatograficos

Los procedimientos cromatograficos involucrados para la realizacion del presente trabajo
consistieron en la aplicacion de la cromatografia en columna abierta para lograr el
fraccionamiento primario del extracto cloroformico de /pomoea murucoides. Se utilizd gel

de silice 60 Merck (70-230 mesh) para montar las columnas.

El analisis de la homogeneidad cromatografica para las fracciones obtenidas, asi como el
seguimiento de las reacciones efectuadas, se llevo a cabo mediante la cromatografia en capa
fina (CCF). Se utilizaron cromatoplacas (5 x 4 cm; 5 x 2 cm) recubiertas de gel de silice 60
Fsq4 Merck. Las placas se humedecieron con un agente cromogeno (mezcla H,SO4—sulfato

cérico) y se revelaron por calentamiento sobre una parrilla a una temperatura de 80 °C.
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Las separaciones que utilizaron a la cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) se
realizaron empleando las siguientes columnas:

Columna analitica de fase reversa C—18 (4.6 x 300mm, 5 pm).

Columna preparativa de fase reversa C—18 (19 x 300mm, 7 pum).

Los disolventes utilizados fueron acetonitrilo, metanol y agua.

La instrumentacion estuvo constituida por una bomba (Waters 600 controller) y un equipo
Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division, Milford, MA, USA), un
refractometro diferencial Waters 410 e integrado a un equipo de computo (OptiPlex
466/Le, Dell). El control del equipo, la adquisicion de datos, el proceso y el manejo de la
informacion cromatografica se hicieron a través del software Millenium 2000 (Waters).

Una valvula de reciclaje de muestra se adapto al sistema cromatografico.

5.3 Material vegetal

La muestra analizada consistio en flores secas (426.8 g) de Ipomoea murucoides, colectadas
en la Ciudad Universitaria, Universidad Autonoma del Estado de Morelos, Cuernavaca,

Morelos. La identificacion del material fue hecha por el Bidlogo Gustavo Soria Rocha.

5.3.1 Obtencion de las resinas glicosidicas

El material vegetal seco y pulverizado se sometid a una extraccion con cloroformo y
metanol mediante un proceso de maceracion en periodos de tres dias durante dos semanas
para cada disolvente. Una vez concluido el tiempo de extraccion, la solucion se filtro y el
disolvente se elimind a presion reducida. Se obtuvo un rendimiento del 13.82% para el

extracto cloroformico y del 13.25% para el metanolico.
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El fraccionamiento primario del extracto cloroformico (59 g) se realizd mediante
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice usando un sistema de elucion
constituido por la mezcla de CHCl3-MeOH, incrementandose gradualmente la polaridad
(10% MeOH en eluatos de tres litros), iniciando la elucion con un 100% de cloroformo y
terminado con un 100% de metanol. Asi, se obtuvieron 27 fracciones primarias (I-XXVII).

En la figura 24 se presenta el cromatograma en capa fina de estas fracciones.

CHORMESH 010

& % o

R XXII XXIV XXV XXVI XXVI

ROVE VA OIKOH G M Xy MY ) OV R0 X g

Figura 24. Cromatograma en capa fina de los eluatos obtenidos durante el fraccionamiento
primario de la jalapina de [pomoea murucoides.

5.4 Preparacion de derivados a partir de la jalapina

El trabajo experimental que se discute en esta tesis, se efectud con la fraccion primaria
mayoritaria XX (5.7 g) para obtener los glicolipidos constitutivos de las resinas de la planta
en estudio. La fraccion primaria XX se sometio a una reaccion de saponificacion con el fin
de generar los acidos glicosidicos derivados de este crudo resinoso de acuerdo a los

procedimientos resumidos en el esquema 1.

5.4.1 Hidrolisis alcalina

La fraccion problema (400 mg) se sometié a una hidrolisis alcalina en medio acuoso (8 mL
de KOH al 5%). La mezcla de reaccion se dejo a reflujo (95 °C) con agitacion constante
durante tres horas. Al término de este tiempo, se ajustd el pH a 4 con HCl 4N vy,
posteriormente, se extrajo con éter etilico (3 x 10 mL). La fase etérea proporcion6 una

mezcla de acidos grasos la cual se analiz6 mediante cromatografia de gases acoplada a
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espectrometria de masas. La fase acuosa se sometio a extracciones con n-butanol (3 x 10

mL) y la fase organica se concentré a sequedad con ayuda de una bomba de alto vacio,

obteniéndose 320 mg del acido glicosidico (XX-H).

Flores de I. murucoides (426.8 g)

Y

Extraccion (CHCls)

v
Extracto cloroférmico
(Jalapina)

A

Fraccionamiento en C. C. A.

A

Residuo vegetal

Extraccion (MeOH)

Y A 4

Fraccion primaria XX

Hidrdlisis alcalina
Y
Fase acuosa Fase orgénica
A Y
Mezcla de 4cidos Acidos grasos libres.
glicosidicos (XX-H) Andlisis: CG-EM

Extracto metandlico | | Residuo vegetal
(Convolvulina)

Acetilacion

L 4
Acidos acetilados

Andlisis, separacion
y purificacion:

AE
(XX-HA) CL
4
Metilacion Analisis: RMN
| EM-FAB
Acidos acetilados- J

metilados (XX-HAM)

Pentasacéridos

) 4
Analisis, separacion y
purificacion: CLAE

A 4

Acidos glicosidicos

acetilados-metilados
(AG-1y AG-2)

Esquema 1. Procedimientos experimentales utilizados en el analisis quimico de las resinas
glicosidicas presentes en las flores de Jpomoea murucoides.
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5.4.2 Reaccion de acetilacion

El producto hidrolizado XX-H (154 mg) se disolvi6 en 2.5 mL de piridina y 4.5 mL de
anhidrido acético. La mezcla de reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente
durante 48 h, al término de las cuales se adicionaron 8 mL de H,O y se efectuaron tres
extracciones sucesivas, utilizando en cada uno de ellas volimenes de 10 mL de acetato de
etilo. La fase orgénica se traté con HCI IN (2 x 10 mL), seguido de un tratamiento alcalino
con una solucién saturada de NaHCO3 (2 x 10 mL). Por ultimo, la fase organica se lavé con
H;O (2 x 10 mL), se secéd con Na,SO4 anhidro y se concentré a presion reducida. Esta

reaccion produjo 200 mg del producto acetilado (XX-HA).

5.4.3 Reaccién de alquilacion con diazometano

El producto de la reacciéon de acetilacion (XX-HA) fue sometido a una reaccién de

alquilacion con diazometano para obtener el derivado metilado (XX-HAM).

5.4.3.1 Generacion del reactivo

A una solucion de KOH (5 g en 7.5 mL de agua), 25 mL de EtOH y 60 mL de éter, se hizo
reaccionar con N-metil-N-nitroso-O-toluensulfonamida (21.5 g) en 30 mL de éter. La
mezcla de reaccion se mantuvo en agitacion continua en bafio de vapor (58-60 °C).
Después de 5 minutos, el CH,N; generado se colecté mediante destilacion en 20 mL de éter

en baiio de hielo.
5.4.3.2 Reaccion de alquilaciéon
Se adiciond un exceso de la solucion etérea de diazometano a la mezcla XX-HA disuelta en

10 mL de metanol para llevar a cabo la reaccion de alquilacién. La adicion del agente

alquilante se realizé hasta que ceso el desprendimiento de N, en el medio de reaccion.
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Se obtuvieron 186 mg como producto de alquilacion (XX-HAM). La mezcla de
componentes de XX-HAM se analizé por CLAE utilizando una columna de fase reversa
C-18. Los eluatos con tiempo de retencion 9.23, 9.54, 12.86 y 13.66 min se recolectaron y
analizaron mediante cromatografia en capa fina. Posteriormente, cada uno fue reinyectado
y reciclado en el cromatografo de liquidos a nivel preparativo para lograr la purificacion de

los acidos glicosidicos constitutivos de la resina en su forma de peracetatos metilados.
5.5 Separacion de los acidos glicosidicos peracetilados-metilados mediante CLAE

Se realizaron pruebas a nivel analitico de la mezcla de acidos glicosidicos peracetilados-
metilados utilizando una columna fase reversa utilizando como adsorbente
dimetiloctadecilsilano (C-18), ya que esta columna se ha descrito para la separacion y
purificacion de los acidos glicosidicos resultantes del proceso de hidrélisis alcalina de las
resinas.”’ Los resultados fueron satisfactorios pues se encontro una resolucion total de los

constituyentes presentes en la muestra al utilizarse el sistema de elucion binario constituido

con CH3CN-H,0 (95:5) y un flujo de 0.6 mL/min.

Una vez encontradas las condiciones a nivel analitico para la resolucién de la muestra
problema (XX-HAM), se procedio a extrapolar estas condiciones a un nivel preparativo
para lograr el aislamiento y la purificacion de los constituyentes individuales presentes en

la muestra.

Las condiciones instrumentales a nivel preparativo fueron las siguientes: columna fase
reversa utilizando como adsorbente dimetiloctadecilsilano (C—18), 7 um; 19 x 300 mm;
fase movil CH3;CN-H,O (95:5); flujo de 9 mL/min; detector, indice de refraccion
(sensibilidad 125 RIU); concentracion de la muestra 10 mg/200 pL; volumen de inyeccion,

200 pL.
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La muestra problema XX-HAM (80 mg) se resolvio en cuatro diferentes constituyentes
(AG 1-4), cuyos tiempos de retencion son los siguientes: 9.23 (AG-1), 9.54 (AG-2), 12.86
(AG-3) y 13.66 (AG-4) minutos.

5.5.1 Purificacion de AG-1 y AG-2

Para lograr la purificacion del compuesto AG-1 (tr = 9.23 min) y AG-2 (tg = 9.54 min), se
realiz6 una inyeccion adicional a nivel preparativo, solo que en esta ocasion se utilizo la
técnica de corte y reciclaje de la muestra para lograr una maxima separacion y pureza, en
las condiciones instrumentales descritas en el inciso anterior. Estas condiciones permitieron

la purificacion de 10 mg de cada uno de los diferentes acidos glicosidicos a partir de la

fraccion XX.

AG-1: p.f. 80-85°C; RMN "H (500 MHz, CsDsN, TMS): & 1.21 (d, J = 6.3 Hz, Fuc-6),
4.00 (q, J = 6.4 Hz, Fuc-5), 4.33 (dd, ] = 7.8, 10 Hz, Fuc-2), 4.96 (d, J = 7.7 Hz, Fuc-1),
5.47 (dd, J =10.2, 3.4 Hz, Fuc-3), 5.55* (Fuc-4), 1.32 (d, ] = 6.2 Hz, Ram-6), 4.23* (dd, J
= 8.4, 8.4 Hz, Ram-4), 4.28* (Ram-5), 5.55* (Ram-2), 5.57* (Ram-3), 5.65* (Ram-1), 1.42
(d, J=6.2 Hz, Ram’-6), 4.21 (dd, J = 9.1, 10.0 Hz, Ram’-4), 4.25* (Ram’- 5), 5.53* (Ram’-
1), 5.67 (dd, J = 3.2 Hz, Ram’-2), 5.72 (dd, J = 3.2, 9.9 Hz, Ram’-3), 1.66 (d, ] = 6.2 Hz,
Ram’’-6), 4.20 (dd, J = 9.1, 10.0 Hz, Ram’’-4), 4.90* (Ram’’-5), 5.41* (Ram’’-1), 5.60
(dd, J = 1.7, 3.0 Hz, Ram’’-2), 5.72 (dd, J = 3.7, 9.9 Hz, Ram’’-3), 1.58 (d, J = 5.8 Hz,
Ram’’’-6), 4.23* (dd, J = 8.4, 8.4 Hz, Ram’”’-4), 4.25* (dq, 5.8, 9.8 Hz, Ram’”’-5), 4.46
(dd, J=8.6, 3.0 Hz, Ram’’’-3), 5.35* (Ram’’’-1), 5.49* (dd, ] =3.1 Hz, Ram’’’-2), 0.89 (t,
J =6.7 Hz, Jal-16), 2.35 (t, ] = 7.5 Hz, MeCO,), 3.60 (s, MeO), 4.00* (Jal-11) [Espectro 1].

RMN “C (125 MHz, CsDsN, TMS): 8 15.9 (Fuc-6), 67.8 (Fuc-5), 71.4 (Fuc-4), 73.0 (Fuc-
2), 74.5 (Fuc-3), 99.7 (Fuc-1), 17.1 (Ram-6), 67.6 (Ram-5), 71.4 (Ram-3), 72.3 (Ram-2),
78.6 (Ram-4), 99.1 (Ram-1), 17.2 (Ram’-6), 67.6 (Ram’-5), 70.5 (Ram’-2), 71.0 (Ram’-3),
80.1 (Ram’-4), 97.4 (Ram’-1), 18.1 (Ram’-6), 67.1 (Ram’’-5), 71.0 (Ram’-2), 78.6
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(Ram”’-4), 71.0 (Ram”-3), 99.1 (Ram’-1), 18.3 (Ram’”’-6), 67.6 (Ram’’’-5), 72.3
(Ram’’’-2), 78.6 (Ram’’’-3), 78.6 (Ram’’’-4), 99.7 (Ram’’’-1), 139 (Jal-16), 33.9
(MeCO3), 50.8 (MeO), 78.0 (Jal-11), 173.6 (CO) [Espectro 2].

AG-2: p.f. 79-83°C; RMN 'H (500 MHz, CsDsN, TMS): § 1.22 (d, ] = 6.4 Hz, Fuc-6),
4.04* (q, ] = 6.3 Hz, Fuc-5), 4.24 (dd, J = 8.3, 11.8 Hz, Fuc-2), 4.97 (d, J = 7.72 Hz, Fuc-
1), 5.52* (dd, J = 6.8, 3.2 Hz, Fuc-3), 5.55 (dd, J = 3.4, 9.8 Hz, Fuc-4), 1.67 (d, ] = 6.1 Hz,
Ram-6), 4.17 (dd, J = 9.7, 9.7 Hz, Ram-4), 4.80* (Ram-5), 5.48* (Ram-1), 5.58* (Ram-2),
5.71* (Ram-3), 1.56 (d, J = 5.5 Hz, Ram’-6), 4.05* (Ram’-4), 4.17* (Ram’-5), 4.55* (dd, J
=3.5, 7.9 Hz, Ram’-3), 5.33* (Ram’-1), 5.50%(dd, J = 2.9 Hz, Ram’-2), 1.30 (d, J = 6.2 Hz,
Ram’’-6), 4.24 (dq, J = 5.9, 11.6 Hz, Ram’’-5), 5.55* (dd, J = 9.8 Hz, Ram’’-4), 5.65 (dd, J
= 3.4, 10.3 Hz, Ram”’-3), 5.68* (Ram’’-1), 5.73 (dd, J = 3.2 Hz, Ram’’-2), 4.04* (dq, J =
6.3 Hz, Glu-5), 4.50* (Glu-6a), 4.78* (Glu-6b), 5.20 (d, J = 7.8 Hz, Glu-1), 5.35 (dd, J =
7.9 Hz, Glu-2), 5.52* (Glu-4), 5.73* (Glu-3), 0.88 (t, ] = 6.4 Hz, Jal-16), 2.36 (t, ] = 7.5 Hz,
MeCO,), 3.60 (s, MeO), 4.04* (Jal-11) [Espectro 3).

RMN “C (125 MHz, CsDsN, TMS): § 16.8 (Fuc-6), 68.2 (Fuc-3), 67.9 (Fuc-5), 74.3 (Fuc-
4), 77.1 (Fuc-2), 99.8 (Fuc-1), 18.2 (Ram-6), 67.3 (Ram-5), 69.9 (Ram-2), 72.4 (Ram-3),
81.2 (Ram-4), 97.8 (Ram-1), 18.5 (Ram’-6), 72.0 (Ram’-2), 72.0 (Ram’-4), 77.0 (Ram’-3),
81.2 (Ram’-5), 100.0 (Ram’-1), 17.5 (Ram’’-6), 67.3 (Ram’’-5), 69.0 (Ram’’-3), 70.9
(Ram’’-4), 72.6 (Ram’’-2), 97.7 (Ram’’-1), 61.3 (Glu-6), 67.9 (Glu-5), 68.3 (Glu-4), 72.0
(Glu-2), 74.3 (Glu-3), 99.9 (Glu-1), 14.0 (Jal-16), 34.0 (MeCO,), 50.8 (MeO), 77.9 (Jal-
11), 173.5 (CO) [Espectro 4].

5.6 Separacion y purificacion de los glicolipidos de la jalapina de Ipomoea murucoides
Las pruebas preliminares para lograr la separacion de los principios presentes en la fraccion

primaria XX se efectuaron en columnas analiticas de fase reversa (C-18) vy

aminopropilmetilsilano (amino) con un sistema de deteccion de indice de refraccion y flujo
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de 0.7 mL/min. El sistema cromatografico adecuado consistié en una columna analitica
C-18 (4.6 x 300 mm, S pm); flujo: 0.7 mL/min; fase movil CH;CN-MeOH (90:10)

isocratico; volumen de inyeccion 10 pL (1 mg/100 pL).

Las condiciones instrumentales a nivel preparativo adecuadas fueron las siguientes:
columna C-18 preparativa Symetry, (19 x 300 mm, 7 um); fase movil: CH;CN-MeOH
(90:10); flujo: 9.0 mL/min; detector: indice de refraccion; concentracion de la muestra: 50
mg/500 pL y volumen de inyeccion: 500 pL. El cromatégrama obtenido en estas

condiciones se muestra en la figura 32 (Resultados y discusion, seccion 6.3), adquiriéndose

14 subfracciones (A-N).
5.6.1 Obtencion de la murucoidina I (1)

Se trabajo con 2.0 g de la fraccion primaria XX obteniéndose 300 mg de la subfraccion H.
La subfraccion H (tg = 24.35 min) fue reinyectada en la columna C-18 Symetry con un
sistema de elucion binario constituido por CH3CN-MeOH (90:10); flujo: 9.0 mL/min;
volumen de inyeccion: 500 pL. Se aplico la técnica de reciclaje de muestra, utilizandose de
5 a 8 ciclos para obtener la maxima separacion y garantizar una pureza > 99% de los

constituyentes presentes en esta subfraccion.

Murucoidina I (1): solido blanco; p.f. 148-153°C; [a]p —42.0 (c 0.1, MeOH), EM-FAB
(modo negativo) m/z (%):1151 [M-H] (50) (Cs¢H97024), 1067 [M-H- CsHsO (mba-H)]
(10), 921 [1067- 146 (metilpentosa)]” (10), 545 [921- 2 x 146 (metilpentosa)- CsHoO]
(30), 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]™ (100), 271 [417 — 146

(metilpentosa); acido jalapinolico —H] (52).

RMN 'H (500 MHz, CsDsN, TMS): & 1.48 (d, J = 6.4 Hz, Fuc-6), 3.74 (dq, J = 0.7, 6.2
Hz, Fuc-5), 3.96 (dd, J = 3.4 Hz, Fuc-4), 4.04 (dd, J = 9.6, 3.5 Hz, Fuc-3), 4.14 (dd, /= 7.4,
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9.5 Hz, Fuc-2), 4.70 (d, J = 7.4 Hz, Fuc-1), 1.58 (d, /= 6.2 Hz, Ram-6), 4.18 (dd, /=9.5
Hz, Ram-4), 4.40 (dq, J = 6.2, 9.5 Hz, Ram-5), 4.98 (dd, ./ = 9.6 Hz, Ram-3), 545 (d, /=
1.56 Hz, Ram-1), 592 (dd, /= 1.9, 3.3 Hz , Ram-2), 1.62 (d, ./ = 6.1 Hz, Ram’-6), 4.23
(dd, J = 9.4, 5.6 Hz, Ram’-4), 4.32 (dq, J = 9.3 Hz, Ram’-5), 4.58 (dd, J = 3.1, 9.3 Hz,
Ram’-3), 5.94 (dd, /= 1.9, 3.0 Hz, Ram’-2), 6.08 (d, /= 1.7 Hz, Ram’-1), 1.37 (d, /= 6.3
Hz, Ram’’-6), 4.35 (dq, J = 9.4 Hz, Ram’’-5), 4.45 (dd, J= 3.2, 9.6 Hz, Ram’’-3), 4.68 (dd,
J=14,30Hz Ram’-2), 578 (dd, /= 9.7, 9.7 Hz, Ram’’-4), 5.86 (d, ] = 1.0 Hz, Ram’’-
1), 1.53 (d, J = 5.8 Hz, Ram’’’-6), 4.19 (dd, ] = 9.4 Hz, Ram’’’- §), 4.21 (dd, /= 9.3 Hz,
Ram’’’-4), 4.38 (dd, /= 3.4 Hz, Ram’"’-3), 4.80 (dd, /= 1.9 Hz, Ram’’-2), 5.60 (d, /= 1.1
Hz, Ram’’’-1), 0.85 (t, / = 7.0 Hz, Jal-16), 2.21 (ddd, J = 3.9, 8.2, 14.7 Hz, Jal-2a), 2.37
(ddd, J=3.9, 8.7, 14.2 Hz, Jal-2b), 3.83 (m, Jal-11), 0.82 (t, ] = 7.4 Hz, mba-4), 1.04 (d, J
= 7.0 Hz, mba-5), 2.32 (tq, /= 7.1 Hz, mba-2), 091 (t, /= 7.4, mba’-4), 1.18 (d, /= 7.0,
mba’-5), 2.47 (tq, J= 7.0 Hz, mba’-2) (Resultados y discusion, seccion 6.5.1, figura 34).

RMN “C (125 MHz, CsDsN, TMS): & 17.3 (Fuc-6), 70.8 (Fuc-5), 73.3 (Fuc-4), 73.4
(Fuc-3), 80.2 (Fuc-2), 104.2 (Fuc-1), 19.4 (Ram-6), 69.9 (Ram-3), 72.5 (Ram-5), 73.9
(Ram-2), 79.9 (Ram-4), 98. 7 (Ram-1), 18.8 (Ram’-6), 68.2 (Ram’-5), 72.9 (Ram’-2), 79.5
(Ram’-3), 80.1 (Ram’-4), 99.2 (Ram’-1), 17.8 (Ram”’-6), 68.5 (Ram’’-5), 70.2 (Ram’’-3),
72.7 (Ram’’-2), 74.7 (Ram’’-4), 103.8 (Ram’’-1), 18.5 (Ram’’’-6), 68.6 (Ram’”’- 3), 70.5
(Ram’”’-5), 72.5 (Ram’’-2), 73.4 (Ram’>’-4), 104.8 (Ram’”’-1), 14.3 (Jal-16), 34.3 (Jal-2),
82.3 (Jal-11), 173.1 (Jal-1), 11.7 (mba-4), 16.8 (mba-5), 41.4 (mba-2), 175.5 (mba-1), 11.7
(mba’-4), 16.9 (mba’-5), 41.5 (mba’-2), 176.3 (mba’-1) [Espectro 5].

5.6.2 Obtencion de la murucoidina II (2)
La subfraccion J (tg = 30.09 min) fue reinyectada en la columna C-18 Symetry con un
sistema de elucion binario constituido por CH3CN-MeOH (90:10); flujo: 9.0 mL/min;

volumen de inyeccion: 500 pL. Se aplico la técnica de reciclaje de muestra, para garantizar

la pureza de la subfraccion, de la cual se obtuvieron 352 mg de la fraccion primaria XX.

42



Parte experimental

Murucoidina II (2): Sélido blanco; p.f. 150-159°C; [a]p —28.7 (c 0.1, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z (%): 1167 [M-H] (35) (Cs¢Hy70,5), 1083 [M-H- CsHsO (mba-H)]
(5), 937 [1083- 146 (metilpentosa)]” (5), 545 [939- 162 (hexosa)- 146 (metilpentosa)-
CsHyoO]™ (30), 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]” (100), 271
[417 — 146 (metilpentosa); acido jalapinolico —H]™ (20) (Resultados y discusion, seccion
6.5.5.2, figura 47).

RMN "H (500 MHz, CsDsN, TMS): 5 1.48 (d, J = 6.4 Hz, Fuc-6), 3.72 (q, J = 6.7 Hz, Fuc-
5), 3.93 (dd, J = 2.7 Hz, Fuc-4), 4.00 (dd, J = 3.0, 9.7 Hz, Fuc-3), 4.12 (dd, J = 7.6, 9.4 Hz,
Fuc-2), 4.68 (d, ] = 7.5 Hz, Fuc- 1), 1.62 (d, ] = 6.1, Ram-6), 4.14 (dd, J = 9.4 Hz, Ram-4),
4.45 (dq, J = 6.2 Hz, Ram-5), 4.97* (Ram-3), 5.48* (Ram-1), 5.90 (dd, J = 2.5 Hz, Ram-2)
1.64 (d, J = 6.2 Hz, Ram’-6), 4.27 (t, ] = 9.3 Hz, Ram’-4), 4.36 (dq, J = 6.1 Hz, Ram’-5),
4.70 (dd, J = 3.2, 9.2 Hz, Ram’-3), 5.82 (d, J = 0.97 Hz, Ram’-1), 6.30 (dd, J = 2.7 Hz,
Ram’-2), 1.40 (d, J = 6.2 Hz, Ram’’-6), 4.36* (dq, J = 6.1 Hz, Ram’’-5), 4,52 (dd, J = 3.3,
9.2 Hz, Ram’’-3), 4.92* (Ram’’-2), 5.74 (t, ] = 9.3 Hz, Ram’’-4), 6.18 (d, J = 1.3 Hz,
Ram’’-1), 3.73* (dd, J = 6.7 Hz, Glu-5), 3.90* (dd, J = 9.1 Hz,Glu-2), 3.93* (Glu-4), 4.01
(dd, J = 3.0, 6.6 Hz, Glu-6a), 4.04* (Glu-3), 4.35* (dd, J = 3.9 Hz, Glu-6b), 5.02 (d, J =7.7
Hz, Glu-1), 0.85 (t, ] = 7.0 Hz, Jal-16), 2.25 (ddd, ] = 3.8, 7.9, 14.6 Hz, Jal-2a), 2.42* (ddd,
J =39, 14.8 Hz, Jal-2b), 3.81 (m, Jal-11), 0.77 (t, ] = 7.4 Hz, mba-4), 1.01 (d, J = 7.0 Hz,
mba-5), 2.39* (tq, J = 6.9 Hz, mba-2), 0.92 (t, ] = 7.4, mba’-4), 1.19 (d, ] = 7.0, mba’-5),
2.50 (tq, J = 6.9 Hz, mba’-2) (Resultados y discusion, seccion 6.5.2, figura 37).

RMN "C (125 MHz, CsDsN, TMS): & 17.3 (Fuc-6), 70.8 (Fuc-5), 72.9 (Fuc-4), 73.4
(Fuc-3), 80.0 (Fuc-2), 104.3 (Fuc-1), 19.1 (Ram-6), 68.9 (Ram-5), 69.4 (Ram-3), 73.6
(Ram-2), 81.4 (Ram-4), 98.5 (Ram-1), 18.9 (Ram’-6), 68.2 (Ram’-5), 73.0 (Ram’-2), 78.9
(Ram’-4), 80.2 (Ram’-3), 100.0 (Ram’-1), 18.0 (Ram’’-6), 68.4 (Ram’’-5), 70.3 (Ram’’-3),
72.5 (Ram’’-2), 75.2 (Ram’’-4), 103.3 (Ram’’-1), 62.9 (Glu-6), 71.5 (Glu-4), 75.2 (Glu-2),
78.0 (Glu-5), 78.5 (Glu- 3), 105.5 (Glu-1), 14.3 (Jal-16), 34.2 (Jal-2), 82.3 (Jal-11), 173.1
(Jal-1), 11.4 (mba-4), 16.6 (mba-5), 41.2 (mba-2), 176.3 (mba-1), 11.8 (mba’-4), 17.0
(mba’-5), 41.5 (mba’-2), 176.3 (mba-1) [Espectro 6].
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5.6.3 Obtencion de la murucoidina I1I (3) y estoloniferina I (4)

Las pruebas preliminares para lograr la resolucion de la subfraccion B ((tg = 7.16 min) se
efectuaron en columnas analiticas de fase reversa (C—18 y NH;) con un sistema de
deteccion de indice de refraccion y un flujo de 0.7 mL/min. El sistema cromatografico
adecuado consintié en una columna analitica C-18 (4.6 x 300 mm, 5 pum); flujo: 0.7
mL/min; fase movil CH3CN-H;0 (7:3); volumen de inyeccion 10 pL (1 mg/100 pL). Las
condiciones instrumentales a nivel preparativo fueron las siguientes: columna C-18
preparativa Symetry, (19 x 300 mm, 7 pm); fase movil: CH3CN-H,0 (7:3); flujo: 7.0
mL/min; detector: indice de refraccion; concentracion de la muestra: 10 mg/100 puL y
volumen de inyeccion: 100 pL. El cromatograma obtenido en estas condiciones se muestra
en la figura 33 (Resultados y discusion, seccion 6.4). En esta ocasion, de la fraccion
primaria XX se obtuvieron 180 mg de la subfraccion B, la cual se encuentra constituida por
dos compuestos mayoritarios, B-5 (tg = 17.54 min) y B-7 (tg = 26.86 min). Cada uno de
estos picos se cortaron y, posteriormente, los compuestos mayoritarios fueron reciclados
mediante la técnica de sobrecarga de columna y corte del nucleo. Este analisis de la

subfraccion B proporciond la estoloniferina I (B-5) y la murucoidina III (B-7).

Murucoidina Il (3): solido blanco; p.f. 146-150°C; [a]p —29.3 (¢ 0.1, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z (%):1167 [M-H] (55) (Cs¢Ho6O2s), 1083 [M-H- CsHoO (mba-H)]™
(10), 937 [1085- 146 (metilpentosa)]” (5), 545 [939- 162 (hexosa)- 146 (metilpentosa)-
CsHoO]™ (35), 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]” (100), 271
[417 — 146 (metilpentosa); acido jalapinolico —H]™ (25).

RMN 'H (500 MHz, CsDsN, TMS): § 1.50 (d, J = 6.3 Hz, Fuc-6), 3.80 (dq, J = 6.3 Hz,
Fuc-5), 3.90° (Fuc-4), 4.19 (dd, J = 9.3, 3.0 Hz, Fuc- 3), 4.50 (dd, ] = 8.0 Hz, Fuc —2), 4.82
(d, J = 7.9 Hz, Fuc-1), 1.60 (d, ] = 6.1, Ram-6), 4.66 (dd, ] = 9.8 Hz, Ram-4), 4.98 (dq, ] =
6.0, Ram-5), 5.22* (Ram-2), 5.64 (dd, J = 2.7, 10 Hz, Ram-3), 6.34 (d, J = 1.3, Ram-1),
1.56 (d, J = 6.2 Hz, Ram’-6), 4.23 (dd, J = 9.2, Ram’-4), 4.32 (dq, J = 6.6 Hz, Ram’-5),
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456 (dd, J = 3.4, 9.0 Hz, Ram’-3), 5.58 (d, ] = 1.3 Hz, Ram’-1), 6.00 (dd, J = 3.3, 1.6 Hz,
Ram’-2), 1.38 (d, ] = 6.3 Hz, Ram’’-6), 4.32 (dq, ] = 6.6 Hz, Ram’’-5), 4.43 (dd, ] = 3.2,
10.0 Hz, Ram’’-3), 4.88* (Ram’’-2), 5.72 (dd, J = 9.3 Hz, Ram’’-4), 6.16 (d, ] = 1.7 Hz,
Ram’’-1), 3.80* (Glu-5), 3.90* (Glu-2), 4.12* (Glu-3), 4.14 (dd, J = 8.8 Hz, Glu-4), 4.33
(dd, J = 6.5 Hz, Glu-6a), 4.44 (dd, J = 3.2 Hz, Glu-6b), 5.05 (d, ] = 7.6 Hz, Glu-1), 0.90 (t, J
= 7.4 Hz, Jal-16), 2.23 (ddd, J = 2.8, 7.2, 14.6 Hz, Jal-2a), 2.55 (ddd, J = 3.2, 14.6 Hz, Jal-
2b), 3.88 (m, Jal-11), 0.83 (t, J = 7.4 Hz, mba-4), 1.10 (d, J = 6.9 Hz, mba-5), 2.44 (tq, J =
6.9 Hz, mba-2), 092 (t, ] =7.4, mba’-4), 1.18 (d, J = 7.0, mba’-5), 2.48 (tq, ] = 6.9 Hz,
mba’-2) (Resultados y discusion, seccion 6.5.2, figura 37).

RMN “C (125 MHz, CsDsN, TMS): 8 17.2 (Fuc-6), 71.3 (Fuc-5), 73.6 (Fuc-4), 73.6
(Fuc-2), 76.6 (Fuc-3), 101.5 (Fuc-1), 18.7 (Ram-6), 68.0 (Ram-5), 70.0 (Ram-2), 75.7
(Ram-4), 78.3 (Ram-3), 100.1 (Ram-1), 19.2 (Ram’-6), 68.1 (Ram’-5), 72.2 (Ram’-2), 78.8
(Ram’-4), 80.2 (Ram’-3), 99.1 (Ram’-1), 18.0 (Ram”-6), 68.1 (Ram”’-5), 70.2 (Ram’’-3),
72.4 (Ram’’-2), 75.2 (Ram’’-4), 103.4 (Ram’’-1), 62.6 (Glu-6), 70.8 (Glu-4), 75.2 (Glu-2),
77.8 (Glu- 3), 78.1 (Glu-5), 105.1 (Glu-1), 14.5 (Jal-16), 34.3 (Jal-2), 79.5 (Jal-11), 174.4
(Jal-1), 11.6 (mba-4), 16.8 (mba-5), 41.3 (mba-2), 176.1 (mba-1), 11.7 (mba’-4), 17.0
(mba’-5), 41.5 (mba’-2), 176.3 (mba’-1) [Espectro 7].

Estoloniferina I (4): solido blanco; p.f. 156-161°C; [a]p -77.7 (¢ 0.1, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z (%):1151 [M-H] (63) (Cs¢H97024), 1067 [M-H- CsHyO (mba-H)]
(10), 921 [1067- 146 (metilpentosa)]” (10), 545 [921- 2 x 146 (metilpentosa)- CsHsO]"
(30), 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]” (100), 271 [417 — 146
(metilpentosa); acido jalapinolico —H]™ (20) (Resultados y discusion, seccion 6.5.5.1, figura

46).

RMN 'H (500 MHz, CsDsN, TMS): & 1.51 (d, ] = 6.4 Hz, Fuc-6), 3.80 (dq, ] = 0.8, 6.4
Hz, Fuc-5), 3.91 (dd, J = 3.2 Hz, Fuc-4), 4.18 (dd, J = 9.4, 3.4 Hz, Fuc- 3), 4.52 (dd, ] =7.8
Hz, Fuc -2), 4.82 (d, J = 6.0 Hz, Fuc-1), 1.55 (d, J = 6.2, Ram-6), 4.64 (dd, ] = 9.8 Hz,
Ram-4), 5.00 (dq, J = 6.0, Ram-5), 5.30* (Ram-2), 5.60* (Ram-3), 6.33 (d, ] = 1.4, Ram-1),
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1.59 (d, ] = 6.1 Hz, Ram’-6), 4.21 (dd, J = 9.4, Ram’-4), 4.32 (dq, J = 9.9, 6.3 Hz, Ram’-
5), 4.52 (dd, J = 7.8 Hz, Ram’-3), 5.62* (Ram’-1), 5.78 (dd, J = 3.3 Hz, Ram’-2), 1.37 (d, J
= 6.3 Hz, Ram’’-6), 4.33* (Ram’’-5), 4.42 (dd, ] = 3.6, 8.0 Hz, Ram’’-3), 4.67* (Ram”’-2),
5.77 (dd, J = 3.3 Hz, Ram’’-4), 5.85* (Ram’’-1), 1.73 (d, J = 6.0 Hz, Ram’’’-6), 4.25 (dd, J
=8.4 Hz, Ram’”’-4), 4.27 (dq, ] = 9.3, 5.9 Hz, Ram’”’-5), 4.41 (dd, J = 3.6, 8.9 Hz, Ram’”’-
3),4.78 (dd, J = 1.3, 3.2 Hz, Ram’”’-2), 5.58* (Ram’’’-1), 0.92 (t, ] = 7.4 Hz, Jal-16), 2.22
(ddd, J = 2.6, 7.0, 15.0 Hz, Jal-2a), 2.77 (ddd, J = 2.4, 10.4, 15.0 Hz, Jal-2b), 3.85 (m, Jal-
11), 0.87 (t, ] = 7.4 Hz, mba-4), 1.12 (d, ] = 7.0 Hz, mba-5), 2.38 (tq, J = 7.0 Hz, mba-2),
0.92 (t, J = 7.4 Hz, mba’-4), 1.19 (d, ] = 7.0 Hz, mba’-5), 2.47 (tq, ] = 7.0 Hz, mba’-2)
(Resultados y discusion, seccion 6.5.1, figura 34).

RMN “C (125 MHz, CsDsN, TMS): § 16.9 (Fuc-6), 71.5 (Fuc-5), 73.2 (Fuc-2), 73.3
(Fuc-4), 76.3 (Fuc-3), 101.3 (Fuc-1), 18.9 (Ram-6), 67.6 (Ram-5), 69.5 (Ram-2), 72.5
(Ram-4), 77.8 (Ram-3), 99.9 (Ram-1), 18.5 (Ram’-6), 67.9 (Ram’-5), 74.5 (Ram’-2), 79.3
(Ram’-3), 79.6 (Ram’-4), 98. 6 (Ram’-1), 17.6 (Ram’’-6), 67.9 (Ram’’-5), 72.2 (Ram’’-3),
72.4 (Ram’’-4), 76.4 (Ram’’-2), 103.6 (Ram’’-1), 18.4 (Ram’’’-6), 68.2 (Ram’’’-5), 69.9
(Ram’”’-3), 70.3 (Ram’’’-4), 72.3 (Ram’’’-2), 104.3 (Ram’”’-1), 14.1 (Jal-16), 33.6 (Jal-2),
79.1 (Jal-11), 174.4 (Jal-1), 11.5 (mba-4), 16.6 (mba-5), 41.1 (mba-2), 175.1 (mba-1), 11.5
(mba’-4), 16.7 (mba’-5), 41.3 (mba’-2), 176.0 (mba’-1) [Espectro 8].

5.7 Preparacion de derivados de la jalapina de Ipomoea murucoides

Las subfracciones H y J se acetilaron para obtener sus derivados peracetilados
correspondientes (H-Ac y J-Ac) segin la metodologia descrita en la seccion 5.4.2. Las
pruebas preliminares para lograr la separacion de estos derivados se efectuaron en
columnas analiticas de fase reversa (C—-18) y normal (gel de silice, i Porasil) con un
sistema de deteccion de indice de refraccion y flujo de 0.6 mL/min. El sistema
cromatografico adecuado consistio en una columna analitica C-18 (4.6 x 300 mm, 5 pm);

flujo: 0.6 mL/min; fase movil MeOH (100%); volumen de inyeccion 10 pL (1 mg/10 pL).
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Las condiciones instrumentales a nivel preparativo adecuadas fueron las siguientes:
columna C-18 Symetry, (19 x 300 mm, 7 pm); fase movil: MeOH (100%); flujo: 9.0
mL/min; detector: indice de refraccion; concentracion de la muestra: 10 mg/100 uL vy
volumen de inyeccion: 100 puL. De esta forma, se consigui6 la purificacion de 11 mg del

derivado H-Ac (tg = 14.74 min) y 28 mg del derivado J-Ac (tg = 14.17 min).

H-Ac: solido blanco; p.f. 98-105°C, RMN "H (500 MHz, CsDsN, TMS): 5 1.19 (d, ] = 6.3
Hz, Fuc-6), 3.97 (q, J = 6.3 Hz, Fuc-5), 4.27* (Fuc-2), 4.89 (d, J = 7.5 Hz, Fuc-1), 5.57*
(dd, J = 3.3 Hz, Fuc-3), 5.60* (dd, J = 3.0 Hz, Fuc-4), 1.45 (d, ] = 6.0 Hz, Ram-6), 4.25*
(Ram-4), 4.92* (Ram-5), 5.56* (Ram-1), 5.59* (dd, J = 1.8 Hz, Ram-2), 5.77* (Ram-3),
1.60 (d, J = 6.0 Hz, Ram’-6), 4.23* (Ram’-4), 4.34* (dq, ] = 6.6 Hz, Ram’-5), 4.55 (dd, ] =
2.7, 8.7 Hz, Ram’-3), 5.43* (Ram’-1), 5.47 (dd, J = 2.7 Hz, Ram’-2), 1.53 (d, J = 6.0 Hz,
Ram’’-6), 5.36* (Ram’’-1), 5.66* (Ram’’-5), 5.77 (dd, J = 1.5, 3.4 Hz, Ram’’-2), 5.80 (dd,
J = 3.3 Hz, Ram’’-3), 4.23 (Ram’’-4), 1.37 (d, J = 6.3 Hz, Ram’’’-6), 3.95* (Ram’’’-5),
4 41*(Ram’’’-4), 5.65* (Ram’”’-1), 5.78* (Ram’’’-3), 5.81* (Ram’’’-2), 0.86 (t, ] = 6.6 Hz,
Jal-16), 3.93 (m, Jal-11), 0.84 (t, ] = 7.4 Hz, mba-4), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, mba-5), 2.46* (dd,
J = 6.3 Hz, mba-2), 0.97 (t, ] = 7.4 Hz, mba’-4), 1.11 (d, J = 6.9 Hz, mba’-5), 2.41* (dd, ] =
6.9 Hz, mba’-2) [Espectro 9].

RMN “C (125 MHz, CsDsN, TMS): § 16.9 (Fuc-6), 69.1 (Fuc-5), 69.9 (Fuc-4), 72.7
(Fuc-3), 77.9 (Fuc-2), 104.2 (Fuc-1), 18.0 (Ram-6), 69.9 (Ram-2), 70.5 (Ram-3), 80.0
(Ram-4), 98.4 (Ram-1), 80.0 (Ram-5), 19.4 (Ram’-6), 72.8 (Ram’-2), 77.9 (Ram’-3), 79.0
(Ram’-5), 79.9 (Ram’-4), 100.1 (Ram’-1), 19.1 (Ram’’-6), 70.0 (Ram’’-5), 70.5 (Ram’’-2),
70.7 (Ram’’-3), 79.0 (Ram’’-4), 100.8 (Ram’’-1), 18.0 (Ram’”’-6), 68.5 (Ram’”’-4), 69.1
(Ram’”’-5), 70.7 (Ram’”’-2), 72.7 (Ram’”’-3), 100.2 (Ram’>’-1), 14.7 (Jal-16), 83.2 (Jal-
11), 172.3 (Jal-1), 12.1 (mba-4), 17.3 (mba-5), 41.8 (mba-2), 175.2 (mba-1), 12.3 (mba’-4),
17.3 (mba’-5), 41.8 (mba’-2), 175.7 (mba’-1) [Espectro 10].

J-Ac: p.f. 102-110°C: RMN "H (500 MHz, CsDsN, TMS): § 1.20 (d, ] = 6.4 Hz, Fuc-6),
4.21* (Fuc-5), 4.21* (dd, J = 7.6, 10.1 Hz, Fuc-2), 4.85 (d, J = 7.5 Hz, Fuc-1), 5.50* (dd, J
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= 3.6 Hz, Fuc-3), 5.57 (dd, J = 3.6, 0.7 Hz, Fuc-4), 1.36 (d, ] = 6.5 Hz, Ram-6), 4.33* (dd, J
= 3.5 Hz, Ram-4), 5.62* (dd, J = 10 Hz, Ram-3), 5.72* (Ram-5), 5.81* (Ram-1), 5.93 (dd, J
= 1.6, 3.5 Hz, Ram-2), 1.57 (d, ] = 5.7 Hz, Ram’-6), 4.22* (dd, ] = 10.1 Hz, Ram’-4), 4.71
(dd, J=3.5, 8.5 Hz, Ram’-3), 5.41 (d, J = 1.8 Hz, Ram’-1), 5.49* (dd, J = 3.4 Hz, Ram’-2),
5.82* (Ram’-5), 1.54 (d, J = 6.1 Hz, Ram’’-6), 4.12 (dd, J = 9.3, 9.4 Hz, Ram’’-4), 4.29*
(Ram’’-5), 5.52* (Ram’’-1), 5.57* (dd, J = 3.6, 0.7 Hz, Ram’’-2), 5.68* (Ram’’-3), 3.95*
(Glu-5), 4.42 (dd, J = 2.4, 12.6 Hz, Glu-6a), 4.64 (dd, J = 3.4, 12.6 Hz, Glu-6b), 5.25(d, J =
7.9 Hz, Glu-1), 5.33 (dd, J = 7.9, 9.6 Hz, Glu-2), 5.48* (dd, J = 9.7 Hz, Glu-4), 5.69* (dd, J
=9.4 Hz, Glu-3), 0.88 (t, ] = 6.8 Hz, Jal-16), 2.31 (Jal-2a), 2.44* (Jal-2b), 3.90 (m, Jal-11),
0.86 (t, J = 7.4 Hz, mba-4), 1.15 (d, ] = 7.0 Hz, mba-5), 2.47* (dd, J = 7.1 Hz, mba-2), 0.94
(t, J = 7.4 Hz, mba’-4), 1.08 (d, J = 7.0 Hz, mba’-5), 2.41* (dd, J = 6.9 Hz, mba’-2)
[Espectro 11].

RMN “C (125 MHz, CsDsN, TMS): 8 16.5 (Fuc-1), 71.0 (Fuc-4), 72.4 (Fuc-3), 77.0
(Fuc-2), 77.0 (Fuc-5), 103.7 (Fuc-1), 17.6 (Ram-6), 67.8 (Ram-4), 70.3 (Ram-5), 70.6
(Ram-2), 70.7 (Ram-3), 97.9 (Ram-1), 18.7 (Ram’-6), 69.4 (Ram’-5), 73.0 (Ram’-2), 77.2
(Ram’-3), 77.7 (Ram’-4), 100.4 (Ram’-1), 18.9 (Ram’’-6), 68.7 (Ram’’-5), 71.0 (Ram’’-2),
73.2 (Ram’’-3), 80.8 (Ram’’-4), 98.2 (Ram’’-1), 61.5 (Glu-6), 72.3 (Glu-2), 72.5 (Glu-5),
72.9 (Glu-4), 73.2 (Glu-3), 100.4 (Glu-1), 14.2 (Jal-16), 33.9 (Jal-2), 82.8 (Jal-11), 172.8
(Jal-1), 11.6 (mba-4), 16.8 (mba-5), 41.4 (mba-2), 175.5 (mba-1), 11.6 (mba’-4), 16.2
(mba’-5), 41.4 (mba’-2), 175.8 (mba’-1) [Espectro 12].
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

La preparacion del extracto cloroférmico de las flores de [pomoea murucoides permitio la
obtencion de 59 g de jalapina. El total de la jalapina se sometié a un fraccionamiento
primario en columna abierta para lograr la separacion preliminar de los constituyentes
presentes en el extracto en grupos de fracciones primarias que fueron reunidas de acuerdo a
su homogeneidad cromatografica. La elucion se realizé con un sistema binario de CHCl;-
MeOH mediante el incremento gradual de la polaridad. Se obtuvieron veintisiete

fracciones, figura 24 (Parte experimental, seccién 5.3.1) en orden creciente de polaridad (I-
XXVII).

La fraccion XX, siendo una de las mayoritarias, se sometié a un tratamiento alcalino con el
fin de generar los &cidos glicosidicos que representarian cada uno de los nucleos
oligosacaridos constitutivos de la fraccién. Al término de la saponificacion, el residuo
glicosidico se acetilo y metil6. La purificacion de los acidos glicosidicos acetilados-
metilados de Jpomoea murucoides se realiz6 mediante un analisis por CLAE, el empleo de
esta técnica fue determinante para lograr la separacion y la purificacion de los

constituyentes de la muestra.
6.1 Hidrélisis alcalina. Determinacién de los acidos grasos

La fase etérea obtenida de la reaccion de hidrolisis alcalina se analizdé mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y se obtuvo el cromatégrama

que se presenta en la figura 25.
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Figura 25. Cromatograma de gases obtenido para la fase etérea de la hidrolisis alcalina de la
fraccion primaria XX de la jalapina de Ipomoea murucoides.
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Los resultados del analisis por espectrometria de masas de cada uno de los picos
correspondientes se resumen en el cuadro 1; la identificacion de los mismos se realizo
mediante la comparacion de los patrones de fragmentacion observados para cada
constituyente con los espectros generados por las muestras auténticas utilizadas como
referencias y disponibles en un banco de datos. Estos acidos se encuentran esterificando a

los carbohidratos de la cadena oligosacarida y se liberan al hidrolizar sus enlaces tipo éster.
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Figura 26. Espectros de masas para los acidos grasos metilbutirico, octanoico y decanoico
de la fase etérea de la hidrolisis alcalina.
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tr (min) Fragmentos Identificacion

8.02 [[M] 102 (2), 87 (30), 74 (100), 57 (50), 41 (28), 39 (8) |Acido metilbutirico
11.82 [[M]" 144 (5), 129 (2), 115 (18), 101 (32), 85 (32), 73 | Acido octanoico
(85), 60 (100), 43 (35), 41 (20)
14.58 [[M]" 172 (12), 155 (5), 143 (12), 129 (72), 115 (20), 112 | Acido decanoico
(12), 87 (20), 73 (100), 60 (87), 57 (40), 55 (30), 43
(25), 41 (20)

17.64 |[M]" 200 (40), 183 (5), 171 (20), 157 (43), 143 (12), 129 | Acido dodecanoico
(50), 115 (20), 101 (15), 85 (30), 73 (100), 60 (78), 57
(40), 43 (32), 41 (25)

Cuadro 1. Analisis mediante CG-EM de la fase etérea obtenida de la hidrdlisis alcalina

6.2 Separacion de los Acidos glicosidicos acetilados—metilados mayoritarios mediante
CLAE

La similitud estructural entre los constituyentes de las mezclas de glicoresinas constituye el
principal obstaculo que ha impedido el empleo de las técnicas cromatograficas
convencionales (cromatografia en columna abierta, cromatografia en capa fina preparativa,
etc.) para lograr su completa purificacion. El éxito para la resolucion total de los
constituyentes individuales de las resinas glicosidicas de las convolvulaceas ha dependido

unicamente del empleo de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

Con el proposito de lograr la purificacion de los acidos glicosidicos mayoritarios presentes
en la parte jalapina de Jpomoea murucoides, se requirio de la implementacion de la técnica
de CLAE a nivel analitico y preparativo. La primera permitié determinar las condiciones
instrumentales adecuadas y la segunda, se utilizé con el fin de separar y purificar los

derivados mayoritarios para su posterior analisis espectroscopico.
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Se realizaron pruebas a nivel analitico de la mezcla de saponificacion XX-HAM usando
columnas de fase normal (gel de silice) y de fase reversa utilizando como adsorbente
dimetiloctadecilsilano (C—18), ya que el uso de éstas se ha descrito para la purificacion de

los 4cidos glicosidicos resultantes del proceso de hidrélisis alcalina de las resinas.’’

Debido a que la mejor resolucién se obtuvo con la columna C-18, al utilizarse el sistema de
elucion binario CH3CN-MeOH (95:5) a un flujo de 0.7 mL/min, se realizé el escalamiento
de estas condiciones instrumentales analiticas a un nivel preparativo (Parte experimental,

seccion 5.5). La figura 27 ilustra el cromatograma obtenido a nivel preparativo.

B
H
T 17817
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=

Figura 27. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel preparativo por el producto
XX-HAM.

Los compuestos mayoritarios AG-1 (tg = 9.23 min) y AG-2 (tg = 9.54 min),
correspondieron a los ésteres metilicos de los acidos glicosidicos mayoritarios previamente
descritos para la jalapina de Jpomoea pes-capraeﬂ e Ipomoea intrapilosa. Las estructuras

de estos acidos se comprobaron al realizar una coelucion de los acidos AG-1 y AG-2 con
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muestras auténticas. Para garantizar la purificacion de estos &cidos, los dos picos se
sometieron, de manera independiente, a la técnica de corte de nicleo y reciclaje de muestra.
La figura 28 muestra el cromatograma obtenido al cabo de una secuencia de ciclos a través
de la misma columna. A partir del segundo ciclo, se inici6 el desdoblamiento del pico en
reciclaje, al término del cuarto ciclo se procedié al corte de uno de ellos. Un total de ocho
ciclos adicionales fueron suficientes para obtener la maxima pureza de la muestra

problema.
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Figura 28. Cromatograma correspondiente a la purificacion mediante CLAE del derivado
peracetilado-metilado AG-1 en donde se ilustra el empleo de las técnicas de corte de nuacleo y

reciclaje de la muestra. Condiciones instrumentales: columna C-18 (19 x 300 mm, 7 um), fase
moévil CH;CN/H,0 95:5.

6.2.1 Caracterizacion de los dcidos peracetilados-metilados AG-1 y AG-2

Los espectros unidimensionales de 'H y C fueron el primer paso para obtener una
informacién general acerca de las estructuras de los 4cidos glicosidicos acetilados-
metilados estudiados. Los desplazamientos quimicos alrededor de 98-100 ppm en el
espectro de ">C correspondientes a los carbonos anoméricos, asistidos con el experimento
HMQC, permitieron establecer el nimero de unidades monosacéridas presentes en los

nucleos [Espectros 2a y 4a)]. Esta zona mostré tres sefiales de carbonos anoméricos que
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interactuaban con cinco protones y, por lo tanto se postulé la presencia de un nicleo
pentasacarido. Al comparar los espectros unidimensionales de '"H y "*C con los écidos
previamente descritos para la jalapina de Ipomoea pes-caprae e Ipomoea intrapilosa, se
observaron sefales diagnosticas o caracteristicas como la sefial que aparece alrededor de &
61.2 en el espectro de "*C, la cual corresponde al carbono del hidroximetileno de la glucosa,
para el compuesto AG-2, sefial no observada en el compuesto AG-1. Por lo tanto, se infirid

que se trataba de dos acidos glicosidicos con diferentes carbohidratos.

El analisis del espectro de RMN 'H [Espectros 1a y 3a] asistido con el experimento HMQC
revelo la presencia de cinco sefiales correspondientes a los protones anoméricos en la zona
de 4.9 a 5.7 ppm, lo cual confirmé la presencia de cincos unidades monosacaridas en las
moléculas, como se habia propuesto con base en el nimero de sefiales observadas para los
carbonos anoméricos. Las cuatro sefiales dobles presentes entre 1.2-1.7 ppm son
caracteristicas de los protones de los grupos metilos de 6-desoxihexosas. Esta observacion
confirmé que de los cincos monosacaridos presentes en AG-2, cuatro corresponden a
metilpentosas (cuadro 2); sin embargo, para el otro compuesto el AG-1 en la misma zona
se observo la presencia de cinco sefiales dobles, indicando que los cinco monosacaridos

presentes corresponden a metilpentosas (cuadro 2)

Derivado | Carbohidratos 'H-1 (ppm) C-1 (ppm) 'H-6 (ppm)

Fucosa 496d(7.7) 99.7 1.21 (6.3)
Ramnosa 5.65 sa* 99.1 1.32 (6.2)

AG-1 Ramnosa’ 5.53 sa* 97 4 1.42 (6.2)
Ramnosa’’ 5.35sa 99.7 1.58 (5.8)
Ramnosa’”’ 5.41sa 99.1 1.66 (6.2)
Fucosa 497d(7.7) 99.8 1.22 (6.4)
Ramnosa 5.48 sa* 97.8 1.67 (6.1)

AG-2 Ramnosa’ 533 sa 100.0 1.56 (5.5)
Ramnosa’’ 5.68 sa* 97.7 1.30 (6.2)
Glucosa 5.20d (7.8) 99 9

*Sefiales sobrepuestas en el espectro. En las columnas 'H-1y 'H-6 se presentan entre paréntisis la

constante de acoplamiento en Hz.

Cuadro 2. Desplazamientos quimicos (RMN 'H y "C) para las sefiales anoméricas y los grupos
metilo de los monosacaridos presentes en los acidos glicosidicos acetilados-metilados mayoritarios

de la porcion jalapina de [pomoea murucoides.
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Con el auxilio de las técnicas espectroscopicas bidimensionales en la RMN (COSY y
TOCSY), y al considerar que los nlcleos estan compuestos de cinco unidades
monosacaridas, uno por cinco unidades de metilpentosas (AG-1) y el otro por cuatro
unidades de metilpentosas y una hexosa (AG-2), se pudo resolver la asignacion de las
sefiales para los protones metinos entre 4.0-5.7 ppm. Esta zona presentd una gran
complejidad producto de la sobreposicion de las sefiales. También, se logré diferenciar
entre las metilpentosas a través de los valores de las constantes de acoplamiento observados

en las unidades monosacaridas.

La secuencia de glicosidacion, en primer lugar se realizo considerando los desplazamientos
quimicos de las sefiales localizadas facilmente en los experimentos COSY y TOCSY para
las unidades de los monosacaridos. En segundo lugar, partiendo del conocimiento de que
los grupos hidroxilos disponibles en las unidades de los monosacaridos se convirtieron en
ésteres de acetato, entonces las sefiales cuyos desplazamientos quimicos aparecieran a
campos bajos por arriba de 5.3 ppm indicaban las respectivas posiciones de acetilacion y,
las que estuvieran por abajo correspondian a las posiciones anoméricas y de glicosidacion
de las metilpentosas. El efecto desprotector mas fuerte del grupo acetato con respecto al
efecto de los enlaces etéreos glicosidicos hizo posible la distincion de las posiciones que

estan glicosiladas, de aquellas acetiladas.

Finalmente, la técnica espectroscopica RMN bidimensional HMBC permitio la asignacion
de la secuencia de glicosidacion en los dos acidos mediante el estudio de los acoplamientos
'H-"C a larga distancia (**J). La figura 29 ilustra los cuadros de conectividades entre los

monosacaridos de AG-1 y la figura 30 para los observados en el espectro de AG-2.
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Figura 29. Seccion del espectro HMBC del acido glicosidico AG-1 en donde se muestra la
correlacion entre el H-1 de la fucosa y ramnosa’” con el C-11 de la aglicona y C—4 de la ramnosa’,
respectivamente.

- 80

Figura 30. Seccion del espectro HMBC del acido glicosidico AG-2 en donde se muestra la
correlacion entre el H-1 de la fucosa, glucosa y ramnosa’ con el C-11 de la aglicona, C-3 de las
ramnosa’ y C—4 de la ramnosa, respectivamente.

Los resultados anteriores permitieron identificar al acido glicosidico AG-1 como 11-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—3)-0-[O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-o.-

L-ramnopiranosil-(1—2)-O-a-D-fucopiranésido del acido (115)-hidroxihexadecanoico-
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(acido simonico B) y al compuesto AG-2 como 11-O-B-D-glucopiranosil- (1—3)-0-[0--
D-ramnopiranosil  (1—4)]B-D-ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopirano-sil-(1—2)-0-f-
D-fucopiranosido del acido (11S)-hidroxihexadecanoico (acido operculinico A). Las
estructuras determinadas para los acidos AG-1 y AG-2 (figura 31) representan los
esqueletos basicos de los compuestos individuales aislados, faltando por determinar el
namero y la naturaleza de los grupos acilantes presentes en la cadena oligosacarida, asi

como los sitios de esterificacion.

Ac

Ram

AcO
OAc

H.C
3 peracetato-metilado del acido siménico B ( AG-1)
OAc
oAc\/\/\"/\/W\/\COOCH
H,C OAc
AcO
o
Hac O
Ram
AcO
OAc
Ram'
'I
peracetato-metilado del acido operculinico A ( AG-2)
ACOJ

Figura 31. Estructuras de los acidos glicosidicos acetilados-metilados de la fraccion primaria XX
de la porcion jalapina de [pomoea murucoides. Abreviaturas: Fuc = fucosa, Ram = ramnosa, Glu =
glucosa.
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6.3 Analisis mediante CLAE de la fracciéon primaria XX de la jalapina de Ipomoea

murucoides

Una vez efectuado el analisis cromatografico y la separacion de los acidos glicosidicos
peracetilados-metilados obtenidos a partir de la saponificacion, acetilacion y metilacion de
la fraccion primaria XX, se inicio la busqueda de las condiciones de separacion y
purificacion en cromatografia liquida de alta eficiencia de los glicolipidos individuales

constituyentes de la fraccion en estudio.

Se realizaron pruebas preliminares para lograr la separacion de los principios presentes en
la fraccion primaria XX en un sistema cromatografico con detector de indice de refraccion
debido a que el analisis de los acidos grasos mostré que la fraccion en estudio no poseé

grupos cromoforos capaces de ser visibles en el detector de UV.

Se utilizaron columnas analiticas de fase reversa (C—-18) y aminopropilmetilsilano (NH).
El sistema cromatografico adecuado consistio en una columna analitica C-18 (4.6 x 300
mm, S pm); flujo: 0.7 mL/min; fase movil CH3CN-MeOH (90:10); se realizo el
escalamiento de estas condiciones instrumentales a un nivel preparativo (Parte
experimental, seccion 5.6). La fraccion primaria XX se fraccion6 en catorce subfracciones

(A-N). La figura 32 ilustra el cromatograma obtenido a nivel preparativo.

El fraccionamiento de la fraccion primaria XX (2.0 g) a nivel preparativo se efectud varias
veces hasta obtener cantidades suficientes de las subfracciones mayoritarias B (tg = 7.16
min, 180 mg), H (tg = 24.35 min, 300 mg) y J (tg = 30.09 min, 352 mg), con el fin de
reinyectarse independientemente para utilizar la técnica de reciclaje de muestra, y asi poder

purificar sus constituyentes.
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Figura 32. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel preparativo para la fraccion
primaria XX.

6.4 Separacion y purificacion de los glicolipidos individuales de la fraccion primaria

XX de la jalapina de Ipomoea murucoides

La fraccion primaria XX de la jalapina se fraccion6é en una columna de alta presion
considerando que las condiciones descritas anteriormente eran adecuadas para la separacion
de los glicolipidos mayoritarios presentes. Esta operacion permitio la obtencion de mezclas

de menor complejidad que pudieran ser resueltas y purificadas mediante CLAE.
Considerando que se obtuvo una buena resolucion en la separacion de las subfracciones H
y J, estas se reciclaron mediante la técnica de sobrecarga de columna y corte del nicleo

permitiendo la purificacion de los compuestos 1-2.

Para incrementar el tiempo de retencion y mejorar la resolucion de la subfraccion B se

hicieron pruebas preliminares en columnas analiticas de fase reversa (C—18 y NH;) con un
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sistema de deteccion de indice de refraccion y un flujo de 0.7 mL/min. El sistema
cromatografico adecuado consistié en una columna analitica C—18 (4.6 x 300 mm, 5 um);
flujo: 0.7 mL/min; fase mévil CH3CN-H,O (7:3); se realizé el escalamiento de estas
condiciones instrumentales analiticas a un nivel preparativo (Parte experimental, seccion
5.6). La figura 33 ilustra el cromatograma obtenido a nivel preparativo para la subfraccion
B, la cual se encuentra constituida por dos compuestos mayoritarios, B-5 (tg = 17.54 min,
21 mg) y B-7 (tg = 26.86 min, 25 mg). Cada uno de estos picos se cortaron Yy,
posteriormente, fueron reciclados mediante la técnica de sobrecarga de columna. Este

analisis de la subfraccion B proporciono los compuestos 3 (B-7) y 4 (B-5).
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Figura 33. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel preparativo para la subfraccion B.
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6.5 Caracterizacion de los glicolipidos de la jalapina de Ipomoea murucoides

La derivacion de la fraccion primaria XX permitio el aislamiento y la identificacion de dos
nucleos lipopolisacaridos constitutivos, el acido siménico B (figura 21) y el acido
operculinico A (figura 6), por lo que la caracterizacion estructural de cada uno de los
constituyentes individuales, se realizO mediante la comparacion de sus respectivas

constantes espectroscopicas con las descritas en la literatura.

De los cuatros compuestos aislados dos poseen el nicleo del acido simonico B y los otros
dos el del acido operculinico A, estos presentan las mismas fragmentaciones en
espectrometria de masas y practicamente las mismas sefiales espectroscopicas de RMN 'H
y 1*C. La diferenciacion entre ellos radica en la posicion de lactonizacion que se dedujo a
partir del desplazamiento hacia campo bajo o alto de las sefales para los protones H-2 y
H-3 de la ramnosa interna (Ram) y se confirmé mediante el analisis de los espectros
bidimensionales heteronucleares (HMBC) donde se corroboré las correlaciones con el

carbonilo de la aglicona.

6.5.1 Asignacion de las seiiales de RMN 'H y BC de los compuestos murucoidina I (1)

y estoloniferina I (4)

Las constantes espectroscopicas (RMN 'H) registradas para el compuesto B-5 demostraron
que este producto correspondia a la estoloniferina I que previamente habia sido aislada de
la jalapina de Jpomoea stolonifera.** También, mediante la comparacion de sus respectivas
constantes espectroscopicas se determindé que la murucoidina 1 (subfraccion H) y la

estoloniferina I (subfraccion B-5) poseen el nicleo del acido simonico B (figura 21).
La asignacion de las sefiales de RMN 'H y C (Cuadro 3 y 4) en la murucoidina I (1) y

estoloniferina I (4) se hicieron mediante técnicas bidimensionales homonucleares (COSY y

TOCSY) y heteronucleares (HMQC).
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Asi, la murucoidina 1 (1) mostré en el espectro de RMN 'H (figura 34) las siguientes

caracteristicas en comun con respecto a la estoloniferina 1 (4):

a)

b)

c)

d)

Los dobletes entre 1.4-1.6 ppm son caracteristicos de grupos metilos de 6-

desoxihexosas, que confirman la presencia de cinco metilpentosas.

Un par de seiiales entre 2.3-2.5 ppm demuestran la presencia de dos residuos del

acido metilbutirico (proton H-2).

Los compuestos 1 y 4 presentaron una desproteccion de las sefiales para los metinos
en las posiciones C-2 y C—4 de las ramnosas Ram’ y Ram’’, respectivamente. Por

lo tanto, los hidroxilos de estas posiciones deben encontrarse acilados.

Un par de seiiales entre 2.2-2.9 ppm correspondientes a los dos protones no
equivalentes del grupo metileno en posicion alfa al grupo carboxilo de la aglicona.
De esta manera, se evidencid la naturaleza macrolactonica para todos los

compuestos.

Por otra parte, mientras que los desplazamientos de los nucleos de 'Hy C dela
posicion 3 de la ramnosa interna (Ram) resultan similares a los descritos para la
estoloniferina 1, en la murucoidina 1 estas sefiales son diferentes ya que la
lactonizacion ocurre en la posicion C-2 de la ramnosa (Ram). Esta propuesta se
dedujo a partir del desplazamiento hacia campo bajo observado para H-2 (Ady 0.6

ppm) de la ramnosa (Ram) con respecto a la misma sefial de la estoloniferina I.

62



Resultados y discusion

Murucoidina |
| ' i.

75 7.0 85 6.0 55 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 ppm

Ram' H-2
% Ram H-2
—Ram" H-4
Ram H-3
Jal H-2

~mb
um.
Yal H-2

o
e
e
(yd
0@
>
o .
T Estoloniferina |
£
5
‘nﬂg
U |
1]
‘ o
|/
”1""I""I""I""l""l""l""l""I""I""I"'.'I""I"'
6.5 55 50 45 40 35 30 25 20 15

Figura 34. Espectros de RMN 'H de los compuestos murucoidina I (1) y estoloniferina I (4) donde
se indican las sefiales caracteristicas de los ésteres y las desprotecciones de algunos metinos del
micleo oligosacarido por efecto de la lactonizacion o acilacion.

El procedimiento de asignacion de las sefiales de los compuestos se inici6 localizando en el
espectro heteronuclear HMQC los carbonos anoméricos (desplazamientos quimicos
alrededor de 98-100 ppm) y sus correspondientes protones;, posteriormente, con los
espectros homonucleares COSY y TOCSY simultaneamente se asignaron las sefiales
correpondientes a cada unidad sacarida del nucleo. Realizando los cuadros de
conectividades en el experimento COSY se obtuvo la secuencia de conectividades .
para cada sefial, como se ilustra en la figura 35 para la secuencia de los metinos de la

ramnosa interna Ram de la murucoidina I.
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Figura 35. Seccion de la porcion oligosacarida del espectro COSY de la murucoidina I en donde se
ilustran las conectividades para la ramnosa interna Ram’.

Del mismo modo, en la figura 36 se muestra la porcion oligosacarida del espectro TOCSY

de la murucoidina I indicando las sefales de la ramnosa interna Ram’ y de la fucosa.
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Figura 36. Seccion de la porcion oligosacarida del espectro TOCSY de la murucoidina I en donde
se ilustran las sefiales de la ramnosa interna inferior Ram’ y la fucosa.

Después de identificar y diferenciar las sefiales aportadas por los protones anomericos en la

RMN 'H por medio de los experimentos COSY y TOCSY, se dio seguimiento a la

asignacion de las sefiales de RMN ’C mediante la técnica HMQC.

6.5.2 Asignacion de las sefiales de RMN 'H y *C de murucoidina II (2) y I1I (3)

El analisis de la subfraccion B permitio la purificacion de la murucoidina III (B-7) y la

fraccion J proporcioné la murucoidina II. La asignacion de las sefiales de RMN 'H
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(Cuadro 3) y de °C (Cuadro 4) de las murucoidinas II (2) y III (3) se realizé de la misma

manera que en el caso de la murucoidina 1 y estoloniferina I, mediante el analisis de los

espectros bidimensionales homonucleares 'H-'"H (COSY y TOCSY) y heteronucleares *C-
'H (HMQC).

A continuacion se presentan los resultados del analisis de los espectros de RMN 'H (figura
37y Be para las murucoidinas II (2) y III (3):

a)

b)

d)

Las constantes de acoplamiento (/i) registradas para las murucoidinas 11 y III en
las regiones de los protones anoméricos muestra dos valores grandes (/= 7.6 Hz) y
tres pequefias (J/ = 1.6 Hz) estos valores indicaron que se trata del nucleo

oligosacarido del acido operculinico A.***

Se observaron las sefiales que demuestran la presencia del residuo del metilbutirato,

en especial el proton H-2 entre 8 2.3-2.5.%

Los dobletes entre 1.4-1.6 ppm son caracteristicos de grupos metilos de 6-

desoxihexosas, que confirman la presencia de cuatro metilpentosas (figura 38).

Los compuestos 2 y 3 presentaron una desproteccion de sefiales para los metinos en
las posiciones C—-2 y C—4 de la ramnosas Ram’ y Ram’’, respectivamente. Por lo

tanto, los hidroxilos de estas posiciones deben encontrarse acilados.

Al igual que para la murucoidina I y estoloniferina I los desplazamientos de 'H de
los metinos de la posicion C—3 y C-2 de la ramnosa interna superior son diferentes
para la murucoidina Il y 11, ya que la lactonizacion ocurre en la posicion C-2 para

la murucoidina Il y C-3 para la murucoidina III.
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Figura 37. Espectros de RMN 'H de los compuestos murucoidina II (2) y murucoidina III (3)

donde se indican las sefiales de los esteres de acilacion y las desprotecciones de algunos metinos
por efecto de la lactonizacion o acilacion.

f) En el espectro de carbono 3C [Espectro 9] aparece una sefial a 62.6 ppm, la cual

corresponde al carbono del grupo hidroximetileno de la glucosa.

g) El espectro homonuclear TOCSY [Espectros 13 y 14] permiti6 la asignacion

inequivoca de cada una de las sefiales pertenecientes a las unidades monosacaridas

individuales del nucleo oligosacarido.
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Figura 38. Ilustracion de los dobletes entre 1.4-1.6 ppm caracteristicos de los grupos metilos de 6-
desoxihexosas que confirman la presencia de cuatro metilpentosas para la murucoidina III.

6.5.3 Determinacion de la secuencia de glicosidacion y posiciones de esterificacion

para la murucoidina I y estoloniferina I

La confirmacion de los sitios de lactonizacion con la aglicona y la localizacion de las dos
posiciones de esterificacion en el nucleo oligosacaridos para la murucoidina I (1) y la
estoloniferina 1 (4) se hicieron mediante la secuencia de pulsos HMBC que permitio

detectar las conectividades '"H-""C a dos y tres enlaces (** Je.y).

a) La figura 39 ilustra la asignacion que se hizo para las resonancias del carbonilo de
la aglicona (& 173.1) y de los carbonilos de los dos grupos 2-metilbutanoilo (6 175.5
y 176.3) en la murucoidina I a partir de sus acoplamientos %Jen con los hidrogenos
del metileno de la aglicona (H-2, § 2.21 y 2.37) y los protones H-2 de cada uno de
los ésteres, es decir, la sefial sextuplete para los dos grupos 2-metilbutanoilo entre &

232y 2.47.
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Figura 39. Seccion del espectro HMBC de la murucoidina I donde se ilustran las conectividades
entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los ésteres (jal y mba) con los hidrogenos del
metileno de la aglicona (H-2, 8 2.21 y 2.37) y los protones H-2 de cada uno de los ésteres.

b) Los sitios de esterificacion se dedujeron a partir de las correlaciones *Ji.c entre los
carbonos del carbonilo de cada uno de los ésteres (jal y mba) con las sefiales
protonicas geminales a estos grupos. La figura 40 ilustra estas conectividades para
la murucoidina 1 (1) en donde la interaccion Ju.c entre el H-2 de la ramnosa
interna (8 5.92) con el C-1 de la aglicona (& 173.1) permitio identificar el sitio de
lactonizacion en la posicion C-2 de la ramnosa (Ram), la segunda unidad sacarida,
demostrando asi que la lactonizacion efectivamente se encuentra en esta unidad de
ramnosa. Al igual que se pudo observar las conectividades de los C—1 de los ésteres
metilbutaroilo (8 175.5 y 176.3) con los hidrogenos de los metinos en las posiciones

C-2 (8 5.94) y C—4 (5 5.78) de la ramnosas Ram’ y Ram’’, respectivamente.
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Figura 40. Seccion del espectro HMBC de la murucoidina I donde se ilustran las conectividades
entre los carbonos del carboxilo de cada uno de los ésteres (jal y mba) con las sefiales protonicas
geminales a estos grupos.

¢) Posteriormente, se establecidé la secuencia de glicosidacion mediante las
correlaciones 'H-">C observadas en los espectros HMBC en la region oligosacarida
entre los protones anémericos con los carbonos sacaridos vecinales. La figura 41
ilustra estas conectividades para la murucoidina I (1) en donde la interaccion 3hac
entre el H-1 de la fucosa con el C-11 de la aglicona, permitié identificar que la
fucosa era la primera unidad sacérida. A fin de sustentar la estructura propuesta para
la murucoidina I, se observaron las correlaciones entre cada proton anomérico con
el carbono de la unidad sacéarida vecinal que participa en el enlace glicosidico,

permitiendo establecer la secuencia de glicosidacion.
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Figura 41. Seccion de la region oligosacarida de la murucoidina I (1) del espectro HMBC donde se
ilustran las conectividades entre los protones anomericos de cada unidad sacarida con el carbono de
la unidad que participa en el enlace glicosidico (*Je.z).

6.5.4 Determinacion de la secuencia de glicosidacion y posiciones de esterificacion
para la murucoidina II (2) y III (3)

La confirmacion de los sitios de lactonizacion con la aglicona y la localizacion de las dos
posiciones de esterificacion en el nucleo oligosacarido para la murucoidina II y III se
realizo del mismo modo que para la murucoidina 1 (1) y estoloniferina 1 (4), mediante la

secuencia de pulsos HMBC que permitio detectar las conectividades 'H-"C a dos vy tres

enlaces (2’3 Jen).
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a) Los sitios de esterificacion se dedujeron a partir de las correlaciones Jy.c entre los
carbonos C—1 del carbonilo de cada uno de los ésteres (jal y mba) con las senales
protonicas geminales a estos grupos. La figura 42 ilustra estas conectividades para
la murucoidina II (2) en donde la interaccion /¢ entre el grupo metino H-2 de la
ramnosa interna (8 5.90) con el carbonilo C-1 de la aglicona (6 173.1) permitio
identificar el sitio de lactonizacion en la posicion C-2 de la ramnosa (Ram), la

segunda unidad sacarida.
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Figura 42. Seccion de la region oligosacarida de la murucoidina II (2) del espectro HMBC
donde se ilustran las conectividades entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los ésteres
(jal y mba) con las sefales protonicas geminales a estos grupos.

b) Posteriormente, se establecio la secuencia de glicosidacion mediante las
correlaciones 'H-""C observadas en los espectros HMBC en la region oligosacarida
entre los protones anoméricos con los carbonos sacaridos vecinales. La figura 43
ilustra estas conectividades para la murucoidina II (2) en donde la interaccion e
entre el H-1 de la fucosa con el C-11 de la aglicona, permiti6 identificar que la
fucosa era la primera unidad sacarida. A fin de sustentar la estructura propuesta para
la murucoidina II, se observaron las correlaciones entre cada proton anomérico con
el carbono de la unidad sacarida vecinal que participa en el enlace glicosidico,

permitiendo establecer la secuencia de glicosidacion.
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Figura 43. Seccién del espectro HMBC de la regioén oligosacarida de la murucoidina II (2)
donde se ilustran las conectividades entre los protones anémericos de cada unidad sacarida con
el carbono de la unidad sacarida que participa en el enlace glicosidico ()
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Cuadro 3. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H de las murucoidinas I-III (1-3) y estoloniferina I (4).

Proton 1 2 3 4
Fuc-1  4.70d(7.4) 4.68d(7.5) 4.82d(7.9) 4.82d (6.0)
2 4.14dd (74,9.5)  4.12dd(7.6,4.3) 4.50 dd (7.9) 4.52 dd (7.8)
3 4.04dd(9.6,3.5)  4.00dd(3.0,9.4) 4.19dd (2.9,9.3)  4.18dd (9.4,3.4)
4 3.96* dd (3.4) 3.93dd (2.7) 3.90* dd 3.91dd (3.2)
5 3.74dq(0.7,6.2)  3.72*dq(6.7) 3.80 dq (6.3) 3.80 dq (0.8, 6.4)
6 1.48 d (6.4) 1.48d (6.4) 1.50 d (6.3) 1.51d(6.4)
Ram-1  5.45d(1.6) 5.48* sa 6.34d (1.3) 6.33d(1.4)
2 592dd(1.9,33)  5.90dd(2.5) 5.22* dd 5.30% dd
3 4.98 dd (9.6) 4.97* dd 564dd (2.7,10)  5.60*dd
4 4.18 dd (9.5) 4.14 dd (9.4) 466dd(98,9.7)  4.64dd(9.8)
5 440dq(9.5,62)  4.45dq(6.2) 4.98 dq (6.0) 5.00 dq (6.0)
6 1.58d (6.2) 1.62d (6.1) 1.60d (6.1) 1.55d (6.2)
Ram-1  6.08d(1.7) 5.82d(0.97) 5.58d(1.3) 5.62* sa
2 594dd(1.9,3.0)  6.30dd (2.7) 6.00dd (1.6,3.3)  5.78dd (3.3)
3 458dd (3.1,93)  4.70dd (3.2, 9.2) 4.56dd (3.4,9.0)  4.52dd (7.8)
4 423dd(94,56) 4.27dd(9.3,9.4) 423dd(9.2,92)  4.21dd(9.4)
5 4.32 dq (9.3) 4.36* dq (6.1) 4.32 dq (6.6) 432(9.9,6.3)
6 1.62 d (6.1) 1.64 d (6.2) 1.56 d (6.2) 1.59d (6.1)
Ram’’-1  5.86d( 1.0) 6.18d (1.3) 6.16d (1.7) 5.85* sa
2 468dd(1.4;3.0) 4.92*dd 4.88* dd 4.67* dd
3 445dd (3.2,9.6)  4.52dd(3.3,9.2) 4.43dd(3.2,10.1) 4.42dd (3.6,8.9)
4 578dd (9.7,9.7)  5.74d(9.3,9.4) 572dd (9.3,93)  5.77dd (3.3)
5 4.35dq (9.4) 4.36* dq (6.1) 4.32 dq (6.6) 433 dq
6 1.37d (6.3) 1.40d (6.2) 1.38d (6.3) 1.37d (6.3)
Ram -1 5.60d(l.1) 5.58%
2 4.80 dd (1.9) 4.78 dd (1.3,3.2)
3 4.38dd (3.4) 4.41dd (3.6, 8.9)
4 4.21dd (9.3) 4.25dd (8.4)
5 4.19 dq (9.4) 4.27dq(9.3,5.9)
6 1.53 d (5.8) 1.73 d (6.0)
Glu-1 5.02d(7.7) 5.05d (7.6)
2 3.90dd (3.1, 9.1) 3.90* dd
3 4.04% 4.12*dd
4 3.93* 4.14 dd (8.8)
5 3.73* dd (6.7) 3.80* dd
6a 4.01dd (3.0, 6.6) 4.33 dd (6.5)
6b 4.35* dd (3.9) 4.44 dd (3.2)
Jla-2a  2.21ddd (3.9,82, 2.25ddd (3.8, 7.9, 2.23ddd (2.8,7.2, 2.22 ddd (2.6, 7.0,
14.7) 14.6) 14.6) 15.0)
2b 2.37ddd (3.9,8.7, 2.42*ddd (3.9, 14.8) 2.55ddd (3.2, 14.6) 2.77 ddd (2.4, 10.4,
14.2) 15.0)
1 3.83m 381 m 3.88 m 3.85m
16 0.85 1 (7.0) 0.851(7.0) 0.90 { (7.4) 0.92 1(7.4)
mb-2  2.321q(7.1) 2.39% 1q (6.9) 2.441q (6.9) 2.381q (7.0)
4 0.821(7.4) 0.77 t (7.4) 0.831(7.4) 0.871(7.4)
5 1.04 d (7.0) 1.01d (7.0) 1.10 d (6.9) 1.12d (7.0)
mb’-2  2.471q(7.0) 2.501q (6.9) 2.481q (6.9) 2.471q (7.0)
4 0.911(7.4) 0.92 1 (7.4) 0.921(7.4) 0.92 1 (7.4)
5 1.18d (7.0) 1.19d (7.0) 1.18 d (7.0) 1.19.d (7.0)

*Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz.
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Cuadro 4. Desplazamientos quimicos en la RMN 13C de las murucoidinas I-111 (1-3) y estoloniferina I (4).

Carbono 1 2 3 4
Fuc-1 104.2 104.3 101.5 101.3
2 80.2 80.0 73.6 73.2
3 73.4 73.4 76.6 76.3
4 73.3 72.9 73.6 73.3
5 70.8 70.8 713 71.5
6 17.3 17.3 17.2 16.9
Ram-1 98.7 98.5 100.1 99.9
2 73.9 73.6 70.0 69.5
3 69.9 69.4 78.3 77.8
4 79.9 81.4 75.7 72.5
5 2.3 68.9 68.0 67.6
6 19.4 19.1 18.7 18.9
Ram’-1 99.2 100.0 99.1 98.6
2 72.9 73.0 72.2 74.5
3 79.5 80.2 80.2 79.3
4 80.1 78.9 78.8 79.6
5 68.2 68.2 68.1 67.9
6 18.8 18.9 19.2 18.5
Ram’’-1 103.8 103.3 103.4 103.6
2 72.7 725 72.4 76.4
3 70.2 70.3 70.2 T2
4 74.7 75.2 75.2 72.4
5 68.5 68.4 68.1 67.9
6 17.8 18.0 18.0 17.6
Ram™ -1 104.8 104.3
2 72.5 72.3
3 68.6 69.9
4 73.4 70.3
5 70.5 68.2
6 18.5 18.4
Glu-1 105.5 105.1
2 75.2 752
3 78.5 77.8
4 71.5 70.8
5 78.0 78.1
6 62.9 62.6
Jla-1 173.1 173.1 174 .4 174.4
2 343 34.2 343 33.6
11 82.3 82.3 79.5 79.1
16 14.3 14.3 14.5 14.1
mb-1 17535 176.3 176.1 175.1
2 41.4 41.2 413 41.1
4 11.7 11.4 11.6 11.5
5 16.8 16.6 16.8 16.6
mb’-1 176.3 176.3 176.3 176.0
2 41.5 41.5 41.5 41.3
4 11.7 11.8 11.7 11.5
5 16.9 17.0 17.0 16.7
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6.6 Analisis de los derivados peracetilados de las subfracciones H y J

El analisis de los espectros de RMN 'H y "°C de los derivados peracetilados H-Ac y J Ac
(Parte experimental, seccion 5.7) que fueron preparados a partir de las subfracciones Hy J,

confirmé la secuencia de glicosidacion y los sitios de estirificacion.

La confirmacion de los sitios de lactonizacion con la aglicona y la localizacion de las dos
posiciones de esterificacion en el nicleo oligosacarido se realizé del mismo modo que para
los constituyentes naturales, mediante la secuencia de pulsos HMBC que permiti6 detectar

las conectividades "H-""C a dos y tres enlaces *? Jon).

En el analisis de los espectros HMBC de los derivados H-Ac y J-Ac se observaron algunas
de las correlaciones *Jc. que también se registraron para los compuestos 1y 2, como las
correlaciones entre los carbonos carbonilo de cada uno de los ésteres (jal y mba) con las
sefiales protonicas geminales a estos grupos. La interaccion Jy.c entre el H-1 de la fucosa
con el C-11 de la aglicona, permitié identificar que la fucosa era la primera unidad
sacarida. A fin de sustentar la estructura propuesta para los derivados que confirman la
secuencia de glicosidacion, se observaron las correlaciones entre cada protobn anomérico

con el carbono de la unidad sacarida vecinal que participa en el enlace glicosidico.
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Figura 44. Seccion del espectro HMBC de la region oligosacarida del derivado peracetilado J-
Ac donde se ilustran las conectividades entre los protones andmericos de cada unidad sacarida
con el carbono de la unidad sacarida vecinal que participa en el enlace glicosidico (*Jc-).

6.7 Diferenciacion de los glicolipidos mediante espectrometria de masas

La espectrometria de masas constituye una técnica esencial en la determinacion estructural
de los glicolipidos naturales, la técnica de bombardeo por atomos acelerados (EM-FAB) ha
sido de una ayuda invaluable para el establecimiento de la estructura molecular de una gran
variedad de polisacéaridos al proporcionar los pesos moleculares a través de la deteccion de
los iones quasi-moleculares [M + H]" o [M — H] y los iones fragmentos que permiten

establecer la secuencia de glicosidacion.
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La espectrometria de masas en la modalidad FAB (modo negativo) fue particularmente til
para determinar los pesos moleculares de los glicolipidos 1-4. En cada uno de los espectros
se observaron los picos comunes provocados por las rupturas glicosidicas. La figura 45,
ilustra el patrén de fragmentacion caracteristico que sufren estos compuestos, i.e. los iones
de m/z 271, 417 y 545, este ultimo fragmento que presenta una diferencia de 18
unidades de masa (H,0) indica que la localizacién de la esterificacion intramolecular en el
nicleo oligosacarido se sitiia en la unidad de ramnosa interna Ram. Asimismo, al analizar
las diferencias de peso que hay entre sus respectivos iones quasi-moleculares [M — 1]

pudimos establecer las unidades sacaridas esterificadas y su respectivo acido sustituyente.

En este caso los cuatro compuestos presentan el acido metilbutirico esterificando el
oligosacarido por lo que el fragmento A de m/z 1067 y 1083 corresponden a la pérdida del
residuo de 2-metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-

moleculares [M — 1] de m/z 1151 y 1167, respectivamente.

- C r--»E ( m/z 545)
r->»F(m/z417)

. 1.0B E e--»G (m/z 271) THs
L0 H

A | ! i S

mb~+O—Ram'"=- —Rf';\m'—%O—Ram*i—O—Fuci—O—CH

i ' i : ;

; oo | | (CHy)
.. i o =0
| R=GlcoRam" | |
:.___.’.D

Figura 45. Patrén de fragmentacion de los glicolipidos 1-4.
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6.7.1 Espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina I (1)

y estoloniferina I (4)

El espectro de masas FAB (modo negativo) de la estoloniferina I permitié calcular la
misma férmula molecular reportada para este glicolipido (CseHo6O24), ya que mostrd un
mismo ion quasi-molecular de m/z 1151 [M — H]. También, se observaron los picos
comunes de fragmentacion provocados por las rupturas de los enlaces glicosidicos. La
figura 46 muestra el espectro de masas FAB (modo negativo) de la estoloniferina I donde
se ilustran las principales fragmentaciones que sufre la molécula y, de esta manera, se

confirma la ubicacién de los sitios de esterificacion.

La murucoidina I (1) presenté un patron de fragmentacién analogo al descrito para la
estoloniferina 1 (4) (Parte experimental, secciones 5.6.1 y 5.6.3), de tal suerte que las
diferencias estructurales entre la estoloniferina I y murucoidina I deberian corresponder a

las posiciones de esterificacion para la aglicona.

1151
1004 {of M7 '
50
] 545
271 i
] ‘ ‘ 1005 1067
0 |11[1-l I._...hllll.l..l._ l]l I | l” i
27 T 5 s LI W A L i i S il SR R AR L T L (R A B L TR
500 1000 1500 2000

miz

Figura 46. Espectro de masas modo FAB negativo para la estoloniferina I (4).
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6.7.2 Espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina II (2)

y murucoidina III (3)

La espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina II mostr6 un
ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1167 (figura 47). Su férmula molecular se establecid
como Cs¢HgsO,s. También, se observaron los picos comunes de fragmentacion provocados
por las rupturas de los enlaces glicosidicos confirmando la ubicacién de los sitios de

esterificacion.

La murucoidina II (2) presenté un patron de fragmentacién anédlogo al descrito para la
murucoidina III (3) (Parte experimental, secciones 5.6.2 y 5.6.3), de tal suerte que las
diferencias estructurales entre la murucoidina II y murucoidina III deberian corresponder a

las posiciones de esterificacion para la aglicona (jal).

417
1001 i
] 101 1167
50-
] 271 e
j . 937 1083
. :
500 1000 1500 2000

miz

Figura 47. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina II (2).
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El estudio detallado de los datos espectroscopicos y espectrométricos, permitio establecer

las estructuras de los constituyentes aislados de la jalapina de [pomoea murucoides como:

Murucoidina I (1): éster intramolecular 1,2"'-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-0-[4-O-
(25)-2-metilbutiril]-o-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(2S)-metilbutiril]-o.-L-ramnopira-

nosil-(1—4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranoésido del acido jalapinolico.

Murucoidina II (2): éster intramolecular 1,2"'-11-0--D-glucopiranosil-(1—3)-0-[4-O-
(25)-2-metilbutiril]-o- L-ramnopiranosil-(1—4)- O-[2-O-(2S)-metilbutiril]- o.- L-ramnopi-

ranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopirandsido del acido jalapinolico.

Murucoidina ITI (3): éster intramolecular 1,3"'-11-O-p-D-glucopiranosil-(1—3)-0-[4-O-
(25)-2-metilbutiril]-o.-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-0-(25)-metilbutiril ]-o.-L-ramnopira-

nosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido del acido jalapinélico.

Estoloniferina I (4): éster intramolecular 1,3"'-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-0-[4-O-
(28)-2-metilbutiril]-o-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-0-(25)-metilbutiril ]-c.-L-ramnopira-

nosil-(1—>4)-0-o-L-ramnopiranosil-(1—-2)-B-D-fucopiranosido del acido jalapinolico.

En la figura 48 se ilustran las estructuras moleculares propuestas para los compuestos 1-4.
Los cuatro glicolipidos mayoritarios obtenidos de la fraccion primaria jalapina XX de las
flores de [pomoea murucoides, 1os compuestos 1-3 segun la revision bibliografica realizada
no han sido descritos en la literatura y la principal diferencia entre ellos es la posicion del

sitio de lactonizacion en el nucleo oligosacarido.
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Murucoidina | (1) R = Ramnosa
Murucoidina Il (2) R = Glucosa

Ram

Ram

HO
OH

Murucoidina Ill (3) R = Glucosa
Estoloniferina | (4) R = Ramnosa
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H.C RO Omb

mbO.
HO
OH

Figura 48. Estructuras moleculares de los cuatro glicolipidos mayoritarios aislados de la
jalapina de la fraccién primaria XX de Ipomoea murucoides. Ram = ramnosa, Fuc = fucosa y
mb = (25)-2-metilbutanoilo.
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Conclusion

a)

b)

d)

VII. CONCLUSION

La presente tesis constituye la primera investigacion quimica del contenido de
oligosacaridos de las resinas glicosidicas presentes en las flores de la especie

Ipomoea murucoides.

Con el trabajo experimental realizado se logro aislar e identificar dos nucleos
pentasacaridos constitutivos de las resinas glicosidicas de esta especie arborea, los
cuales se caracterizaron como: 11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[O-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)]a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-o-L-ramnopiranosil-(1—2)-

O-a-D-fucopirandsido del acido (115)-hidroxihexadecanoico (acido siménico B) y
11-O-B-D-glucopiranosil-(1—3)-0-[O-B-D-ramnopiranosil-(1—4)]3-D-ramnopira-

nosil-(1—-4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-B-D-fucopiranésido del acido (115)-

hidroxihexadecanoico (acido operculinico A).

De la jalapina de Ipomoea murucoides se obtuvieron cuatro glicolipidos de los

cuales tres son novedosos, las murucoidinas I-II1 (1-3).

Las murucoidinas I-II1 y la estoloniferina I son diasteroisomeros que sélo varian en
el sitio de lactonizacion. Cabe mencionar que en los cuatro lipopolisacaridos, la
acilacion sucede en las posiciones C—2 y C—4 de las ramnosas Ram’ y Ram”’,

respectivamente. Estas acilaciones corresponden al acido metilbutirico.
Se comprobd que /pomoea murucoides contiene resinas glicosidicas con una

posible aplicacion terapéutica y agroquimica, como ya ha sido reportado para otros

miembros de la familia de las convolvulaceas.
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