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Introduccion

1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales mexicanas se han utilizado de manera tradicional y
constituyen una de las manifestaciones del acervo cultural del pueblo mexicano. En la
mayoria de los casos la poblacién emplea estos recursos de manera empirica. Cabe destacar
que en México, el conocimiento y uso de las plantas medicinales proviene de la época
prehispanica. La flora medicinal de las culturas mesoamericanas mas importantes se conoce
parcialmente mediante algunas fuentes autoctonas que se han preservado como:
pictografias, codices, libros sagrados, pinturas murales, esculturas y figurillas de ceramica,
asi como una rica tradicion oral de los diferentes grupos étnicos aun existentes. Las fuentes
mencionadas representan una rica informacion etnomédica prehispanica para la
preseleccion efectiva de plantas medicinales como fuentes potenciales para el

descubrimiento de nuevos medicamentos.

Uno de los grupos vegetales que se encuentra mejor representado por sus
propiedades medicinales, purgativas y alucinégenas (de uso en los rituales religiosos) es la
familia de las convolvulaceas donde los géneros mas significativos son Ipomoea,
Convolvulus, Exogonium y Operculina.! Una de las caracteristicas méas notables de esta
familia es la presencia de células secretoras de resinas glicosidicas en sus tejidos foliares y
radiculares.? Desde el punto de vista quimico, las resinas glicosidicas de las convolvul4ceas
son derivados glicosilados de &cidos grasos mono o dihidroxilados de 14 a 16 dtomos de
carbono, conocidos como glicolipidos o lipopolisacaridos. Los glicolipidos caracteristicos

del género Ipomoea constituyen una serie de oligosacéridos que tienen la particularidad de
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ser moléculas anfipaticas por la presencia simultanea en su estructura molecular de un
nucleo sacérido hidrofilico y una porcion hidrofobica constituida por la aglicona, la cual
forma generalmente un éster intramolecular (una lactona macrociclica) con la cadena

oligosacarida (Figura 1)."

OH
CHs
HO.
Porcion hidrofilica
Hs o
0.
OH
H3C O o
Porcion hidrofébica
o ¥
HsC o 0
H o~/ oH
OH OH
HO OH
OH

Figura 1. Caracteristicas estructurales generales de una resina glicosidica.

En las resinas glicosidicas podemos encontrar ésteres de acidos grasos volatiles, no
volatiles y carbohidratos. Los &cidos grasos volatiles identificados con mayor frecuencia
son tiglico, isobutirico, metilbutirico, nilico® y cindmico. Los acidos grasos de alto peso

molecular caracterizados en las especies del género Ipomoea incluyen a los acidos
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hexanoico, octanoico, decanoico y dodecanoico. El &cido hexadecanoico hidroxilado en la
posicion C-11, conocido con el nombre de acido jalapindlico, representa la aglicona que
con mayor frecuencia se presenta en las resinas del género Ipomoea. Por otra parte, los

carbohidratos incluyen a la D-glucosa, la D-fucosa, la D-quinovosa y la L-ramnosa.*

Las propiedades bioldgicas de las resinas glicosidicas son diversas e incluyen
principalmente las antimicrobianas (antisépticas),” anticancerigenas® y, en especial,

purgantes.’

Existen varios criterios de seleccion para estudiar la composicion quimica de una
planta, uno de ellos es la quimiotaxonomia, la cual estudia los constituyentes de las plantas
de acuerdo a su clasificacion taxonémica fundamentada en evidencias anatomicas. Este
criterio se aplico para seleccionar las flores del cazahuate (Ipomoea murucoides) una
especie arborea, para la caracterizacion de su contenido de resinas glicosidicas. La presente
investigacion forma parte de un proyecto de investigacion multidisciplinario que tiene
como objetivo la exploracion de la diversidad estructural®*° de las resinas glicosidicas con
actividad citotoxica® y antimicrobiana'! para posteriormente establecer sus mecanismos de

accion.
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2. ANTECEDENTES

2.1  Caracteristicas del género Ipomoea

Ipomoea es uno de los 53 géneros que constituyen a la familia de las convolvulaceas y
que se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial, en especial en las regiones
tropicales, subtropicales y templadas de ambos hemisferios. EI nombre de la familia deriva
del latin convolvo que significa entrelazarse y se refiere en términos generales a su forma

de crecimiento ya que los miembros més representativos son especies rastreras.

La mayoria de las plantas del género Ipomoea son enredaderas con tallos enroscados
que alcanzan de 1 a 5 metros y flores con una corola acampanulada (Figura 2). Existen unas
cuantas especies como Ipomoea 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. Algunas
especies de las zonas aridas (Ipomoea stans, Ipomoea duranguensis e Ipomoea
sescossiana) son arbustos perennes, lefiosos y herbaceos, que crecen hasta 1.0 metro. La
especie Ipomoea carneae existe como un arbusto lefioso tropical que crece de 2 a 4 metros.
Otras especies de Ipomoea de la serie arborescentes crecen en forma de arboles de madera
suave y alcanzan de 3 a 9 metros de altura. Este género tiene importancia econémica por
sus usos alimenticios (Ipomoea batatas),™® ornamentales (Ipomoea carnea, Ipomoea alba,
entre otras) y medicinales (Ipomoea purga e Ipomoea stans). Entre los principales usos

medicinales de este género destacan sus propiedades purgativas,****

siendo el principal
exponente la raiz de jalapa, Ipomoea purga. En el centro de México, la raiz de Ipomoea
stans™ se usa como catéartico y junto con la jalapa ligera o falsa jalapa (Ipomoea

orizabensis), constituye un adulterante de la verdadera raiz de jalapa.
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Figura 2. Morfologia general del género Ipomoea.

Dos grupos de metabolitos secundarios, los alcaloides de tipo ergolina y los
glicolipidos, constituyen las caracteristicas quimiotaxondémicas principales de las especies
del género Ipomoea. En algunos casos, la actividad bioldgica descrita para este género se

debe a la presencia de los alcaloides derivados del 4cido lisérgico™®?

(Figura 3), e.g., la
actividad analgésica de las cataplasmas preparadas con las flores de Ipomoea intrapilosa,®
las alucinaciones de uso ritual provocadas por las semillas del “ololiuqui” (Ipomoea
violacea)® entre los pueblos mesoamericanos y las intoxicaciones provocadas en algunos
animales debido a la ingesta de plantas forrajeras contaminadas con estas malezas (Ipomoea
lonchophylla).?® Sin embargo, los glicolipidos, segundo grupo quimiotaxonémico de este
género, también ha demostrado poseer actividades bioldgicas en ensayos in vitro de posible

827 y antibacteriana.>?® En todos los casos la

aplicacion terapéutica, e.g., actividad citotoxica
ausencia de la estructura macrociclica provoco la pérdida total de las actividades

bioldgicas.
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a-hidroxietilamina del &cido lisérgico amida del &cido lisérgico

Figura 3. Estructuras de algunos alcaloides aislados del género Ipomoea.

2.2 Resinas glicosidicas en la familia de las convolvulaceas

La naturaleza quimica (moléculas anfipaticas) y la complejidad de las resinas
glicosidicas constituyeron verdaderos obstaculos durante mucho tiempo para el aislamiento
de los constituyentes individuales y su caracterizacion estructural. Ninguno de los métodos
convencionales de separacién ha podido resolver las mezclas de glicolipidos que
conforman las resinas glicosidicas de las convolvulaceas. Durante muchas décadas no se
conocio la estructura de estos glicolipidos, solo se realizaron especulaciones con base en
los resultados obtenidos a partir de reacciones quimicas de degradacion. Por lo que se

propuso que eran polimeros de oligosacéridos (constituidos de tres a ocho unidades
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monosacaridas) de alto peso molecular, unidos a una gran diversidad de &cidos volatiles y

no volatiles (Figura 4).°

O— oligosacérido

@)
R/< oligosacarido
° |
O O
MNMMO
o
0 |
R% oligosacarido
0

X

Figura 4. Polimero propuesto para las resinas de Ipomoea purga (adaptado de Mannich y

Schuman).”

La separacién y purificacién de los glicolipidos individuales han dependido en gran
medida del desarrollo de los metodos analiticos de separacion, en especial, de la
cromatografia liquida de alta eficiencia. La caracteristica estructural comdn que poseen los
constituyentes individuales de las resinas glicosidicas encontradas en el género Ipomoea y
en la familia de las convolvulaceas es el nicleo oligosacarido (acilado en la mayoria de los
casos) combinado con el grupo carboxilo de la aglicona para formar un éster macrociclico.
La diversidad estructural de estos compuestos depende de las diferencias observadas en el

tipo y nimero de unidades monosacéaridas que constituyen el nucleo oligosacarido, en la
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secuencia de glicosilacion y en la posicién de lactonizacién, asi como en el tipo, numero y
posicion de los &cidos que se encuentran acilando el nucleo. Los &cidos (11S)-11-
hidroxihexadecanoico (&cido jalapindlico) y el (11S)-11-hidroxitetradecanoico (acido
convolvulinolico) representan las agliconas que con mayor frecuencia se encuentran en
estos glicolipidos. Sin embargo, se han descrito otras agliconas como el acido 3, 11-
dihidroxitetradecanoico (acido ipurolico), obtenido de las resinas glicosidicas de la semilla
de Pharbitis nil, y el acido (11S)-11-hidroxi-4-oxotetradecanoico obtenido del extracto de

las hojas de la especie Ipomoea squamosa.*®
2.3 Ndacleos tetrasacaridos en la familia de las convolvulaceas
2.3.1 Acidos escamonicos Ay B

La resina glicosidica de la raiz de Convolvulus scammonia® se utiliza en la
medicina tradicional europea como un agente purgante. El estudio fitoquimico de la
fraccién soluble en éter del ingrediente activo de este remedio, la jalapina, condujo al
aislamiento de ocho glicolipidos, las escamoninas I-VIII. La saponificacion de las
escamoninas I-VI proporciond el acido escamoénico Ay la saponificacion de la escamonina
VI proporciond el acido escamonico B (Figura 5). De la especie medicinal Ipomoea stans,
de la cual se utilizan los tubérculos en México para el tratamiento de ataques epilépticos, se

han aislado una serie de glicolipidos,®**%

cuyo &cido glicosidico comuan es el &cido
escamonico A. Sin embargo, se demostrd que este nucleo oligosacarido corresponde en
realidad al presente en las resinas de la falsa jalapa (Ipomoea orizabensis), especie que
también se comercializa ampliamente en nuestro pais como purgante y para el tratamiento

de fiebres, epilepsia y tumores.*



Antecedentes

COOH

HaC
HO o)
HO O
HO o)
HO Q
HO
R
o)
o)
OH L.

acido escamonico A quinovosa
acido escamonico B glucosa

H.C
RO

Figura 5. Estructuras de los acidos escaménicos A y B.

2.3.2 Merremosido i

La investigacion fitoquimica®™=° de los tubérculos de Merremia mammosa condujo
al aislamiento de trece glicolipidos nombrados como merremosidos a-h,, mamésidos A, B,
H; y H,. Estos glicolipidos aislados de la porcion soluble en éter de la resina glicosidica
difieren tanto por el nimero y la naturaleza de los grupos acilantes, y el nimero y tipo de
monosacaridos que integran las cadenas oligosacaridas. La saponificacion de los

merremasidos a-e proporciono al merremésido i (Figura 6) como acido glicosidico.
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W\WCOOH

0
HiC 0
0
OH
H,C 0 OH
0
OH
H,C 0 OH
0
OH
H,C o OH
HO
OH
OH

Figura 6. Estructura del merremdsido i.

2.3.3 Acido muricatico A

40-42

De la especie Ipomoea muricata™ " se aislaron ocho glicolipidos, las muricatinas I-

VIII. La saponificacion de los mismos proporciondé como nucleo oligosacarido al acido
muricatico A (Figura 7). Una herramienta basica para su elucidacion estructural fue la
utilizacion de la espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo.

COOH

HO
HsC

HO

H3C
HO o o
HO

HsC

o O
HO
HO
O
H.C O
OH
OH

OH

Figura 7. Estructura del &cido muricatico A.
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2.3.4 Acidos operculinicos C (mamésido 1), Ey F

Las raices de Ipomoea operculata son un laxante drastico y se han utilizado como
substitutas de la raiz de jalapa (Ipomoea purga) en Europa.** En Ipomoea operculata®*
los &cidos operculinicos A-G fueron generados como los productos de hidrolisis alcalina de
las operculinas I-XVIII. El acido operculinico C (Figura 8) constituido por una unidad de
fucosa y tres de ramnosa fue reportado con dos nombres distintos, e.g., como el &cido
operculinico C obtenido de la planta Ipomoea operculata®* y como el mamésido | obtenido

de la especie Merremia mammosa.*

Otros nucleos tetrasacaridos de la especie son los &cidos operculinicos E y F (Figura
9). El 4cido operculinico E* est4 constituido por una unidad de glucosa y tres de ramnosa,
en tanto que el &cido operculinico F, uno de los nacleos minoritarios de las resinas de esta
especie cultivada en Brasil, representa un oligosacarido constituido por una unidad de
quinovosa y tres de ramnosa. Hasta la fecha no se ha logrado la purificacion de los
glicolipidos individuales de las resinas de Ipomoea operculata que contienen este Ultimo

nucleo oligosacarido.

COOH
OH
H.C
Q o
HO
(6]
H,C 0O
O
OH
H,C 0 OH
O
OH
HO.
OH
OH

Figura 8. Estructura del &cido operculinico C (mamésido I).
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COOH
CH,R
HO O o
HO
o}
H,C (0]
o}
H.C 0 Of on R
ol acido operculinico E OH
OH % acido operculinico F H
HsC 0
HO
OH &,

Figura 9. Estructuras de los &cidos operculinicos E 'y F.
2.3.5 Acido orizabico A

Este nucleo oligosacérido (Figura 10) obtenido de las raices de la especie medicinal
Ipomoea orizabensis,* constituido por dos unidades de quinovosa, una de fucosa y una de

ramnosa, también fue obtenido de la planta Convolvulus scammonia.>

COOH

HsC

HO
HO

HO
HC
O
HO 0
H5C
3 o O
HO
HO
O
H,C O
OH OH " oH

Figura 10. Estructura del &cido orizabico A.
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2.3.6 Acidos tricoldricos Ay B

Ipomoea tricolor (Ipomoea violacea) se utiliza como cultivo de cobertura para el
control de las malezas.*** El empleo de un fraccionamiento biodirigido, utilizando los
ensayos de inhibicidn de la germinacién de semillas y del crecimiento radicular, permitio
demostrar que la actividad fitotoxica de esta especie se encontraba en el crudo de resinas
glicosidicas. De esta especie se han aislado diez glicolipidos.>*** De las tricolorinas A-D,
constituyentes antimicrobianos™ y citotéxicos, se obtuvo como nicleo oligosacérido el
acido tricolorico A (Figura 11) constituido por dos unidades de ramnosa, una de glucosa y
una de fucosa. El acido tricolérico B (Figura 11) presente en la tricolorina E difiere del A
en que la unidad de fucosa es sustituida por una de quinovosa. Ambos presentan al acido
jalapinélico como aglicona.

HO
o P
HO
HO
O
R1 R>
H,C o acido tricoldrico A OH H
HO acido tricolérico B H OH
© OH
H,C O
HO
OH
OH

Figura 11. Estructuras de los acidos tricoléricos Ay B.

13



Antecedentes

2.4 Nducleos pentasacaridos en la familia de las convolvulaceas

2.4.1 Acido farbitico C

La saponificacién de la farbitina, obtenida de las semillas de la especie Pharbitis
nil,>>>® en un principio se pensaba que proporcionaba un sélo &cido glicosidico llamado
“farbitico”. Sin embargo, a lo largo de varias décadas, se han reportado diferentes
productos derivados de las reacciones de hidrolisis alcalina y &cida de la farbitina. Las
estructuras completas de los acidos farbiticos B, C y D producidos por la saponificacion de
la farbitina se establecieron de manera inequivoca con base en evidencias quimicas y datos

S8 Estos 4cidos difieren en el nGmero de

espectrométricos y espectroscopicos.
monosacaridos y en el tamafio de la aglicona. En la Figura 12, s6lo se muestra la estructura

del 4cido farbitico C, el cual corresponde a un pentasacarido.”’

COOCH
OH
@)
)
H,C O HO o
HO HO
OH
OH

HO o PO

HO
HO

0O
HsC e
3
HO < o ©
HO o
OH OH

Figura 12. Estructura del acido farbitico C de Pharbitis nil.
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2.4.2 Merremosido j

De la jalapina de los tubérculos de Merremia mammosa,®® se obtuvo el
merremésido j, identificado como el 11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0O-(3-O-4-D-
glucopiranosil)- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O- a-L-ramnopi-

ranésido del acido (11S)-11-hidroxihexadecanoico (Figura 13).

\/\/\WCOOH

0
HC 0
o
OH
H,C 0 OH
o
OH
H,C o OH
ol
0
HaC 0 OH
HO 0~ / oH
f o
HO T Oy
OH

Figura 13. Estructura del merremoésido j.
2.4.3 Acido microfilico

De la resina soluble en éter de Convolvulus microphyllus, se aisl6 como nucleo
oligosacarido mayoritario al acido microfilico, identificado como el 11-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—6)-[O- a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O- #-D-glucopiranosil-(1—3)-0O- a-
L-ramnopiranosil-(1—3)-O--D-fucopiranosido del acido 11-hidroxihexadecanoico (Figura
14).%°

15
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COOH

HO
HsC
(0]
(0]
\/gj OH

HC

Figura 14. Estructura del acido microfilico.

2.4.4 Acidos multifidinicos Ay B

De 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 1l junto con las quamoclinas I-IV. A partir de estos
oligosacaridos se obtuvieron los productos de degradacién basica, identificandose como
acidos glicosidicos novedosos: los &cidos multifidinicos A y B, pentasacaridos con las
mismas unidades monosacaridas y secuencia de glicosidacion, pero diferente aglicona. La
elucidacion estructural de estos compuestos se realizo a través del analisis de la RMN
bidimensional y EM-FAB.®° El 4cido multifidinico A presenta al acido jalapinélico como
su aglicona, en tanto que el &cido multifidinico B posee el &cido convolvulindlico (Figura
15).

16
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Figura 15. Estructuras de los acidos multifidinicos Ay B.

2.4.5 Acidos operculinicos Ay B

El &cido operculinico A es el nucleo oligosacarido que con mayor frecuencia se ha
descrito en la resinas de las convolvulaceas ya que es constituyente de las especies Ipomoea
operculata,”® Ipomoea intrapilosa,® Ipomoea stolonifera,™> Ipomoea leptophylla,®
Quamoclit pennata,’®> Merremia hungaiensis® y Merremia mammosa.***® El 4cido
operculinico B, otro de los nucleos pentasacéaridos de Ipomoea operculata, identificado
como el 11-O-4-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[O-#D-ramnopiranosil-(1—4)]- 5-D-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-3-D-glucopirandésido  del  &cido
(11S)-11-hidroxihexadecanoico, difiere del &cido operculinico A inicamente en una unidad

monosacarido: la glucosa interna se sustituye por la fucosa (Figura 16).
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o acido operculinico B OH H OH
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Figura 16. Estructuras de los acidos operculinicos Ay B de Ipomoea operculata.

2.4.6 Acidos simonicos Ay B

Los tubérculos de Ipomoea 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 Ipomoea batatas estan presentes los &cidos
siménicos A, B y operculinico C. ® Se han aislados cinco glicorresinas, las simoninas 1-V
de la jalapina de esta raiz. La simonina Il (Figura 30) es el Unico compuesto que posee el
nucleo del acido siménico A, constituido por una unidad de glucosa y cuatro de ramnosa

que al parecer no es muy comun en la familia convolvulacea.

En el &cido simonico B, el monosacarido que realiza el enlace glicosidico con la
aglicona es una unidad de fucosa en lugar de glucosa como en el acido simonico A (Figura
17). Este nicleo también se encuentra en las resinas glicosidicas de Ipomoea stolonifera® e

Ipomoea pes-caprae.®

18
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o)
H3C O
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H3C 0]
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HO acido siménico A OH H OH
OH acido simonico B H OH H
OH )
OH
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Figura 17. Estructuras de los acidos simdnicos A y B de Ipomoea batatas.

2.4.7 Acido woodrosinico A

Ipomoea tuberosa (Merremia tuberosa) es una especie conocida en Japon
cominmente como palo de rosa (“woodrose”) por la coloracion de sus calices. Los
tubérculos, asi como las hojas y semillas, se consumen como alimento. El estudio
fitoquimico de las resinas glicosidicas de esta especie condujo al aislamiento de dos
glicolipidos mediante el procesamiento de la convolvulina (parte de las resinas solubles en
alcohol) preparada a partir de los tallos. Los metabolitos aislados y nombrados como
woodrosinas | y Il estan formados por el mismo nucleo glicosidico, el acido woodrosinico

A. Las dos woodrosinas se encuentran formando un macrociclo de 33 miembros.
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El 4cido woodrosinico A se identifico como el 11-O-/-D-glucopiranosil-(1—6)-O-
SD-glucopiranosil-(1—3)-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)]-O-4-D-glucopiranosil-(1—2)-O-

BD-glucopiranésido del 4cido jalapinélico (Figura 18).°

COCH
HO

0]
HO o
HO HO o
HO O
HO Q o
HO
o
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HO e}
HO R o
HyC OH
HO OH
OH HO

Figura 18. Estructura del acido woodrosinico A constituyente de las resinas de Ipomoea tuberosa.

2.5  Glicolipidos con los mismos nucleos oligosacaridos que las murucoidinas

2.5.1 Estoloniferinas

De la jalapina que resulté del fraccionamiento del extracto metanolico de Ipomoea
stolonifera, se aislaron doce constituyentes, las estoloniferinas 1-X11.5%%® Las
estoloniferinas con el ndcleo del acido operculinico A se diferencian en la posicion de la
esterificacion intramolecular de la aglicona sobre la unidad de ramnosa interna superior
(Ram). En el caso de las estoloniferinas V, VI y VII (Figura 19), la lactonizacion se
establece en la posicion C—2 para generar una estructura macrociclica de 18 miembros. En
el caso de la estoloniferina IV (Figura 19) se presenta un macrociclo de 19 miembros
mediante la esterificacion intramolecular por la aglicona en la posicion C-3 de la unidad de

ramnosa interna superior (Ram).
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R
estoloniferina V 2-metilbutanoilo
estoloniferina VI n-hexanoilo
estoloniferina VII n-octanoilo
HSC 0O
O
O 0
HsC 0 ©
OH OH
HO \ oH
OH
OH
H,C
(@]
HO
O
R
estoloniferina IV 2-metilbutanoilo HsC O
(@]
OH
HC 0 0
O
o o)
HaC o O
RO (o) OH
OH  oH
HO OH
OH

Figura 19. Estructura de la estoloniferina IV-VII.
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Continuando con las estoloniferinas de Ipomoea stolonifera, entre los
pentasacaridos de la jalapina de esta especie con el nucleo del &cido simoénico B, se
encuentran las estoloniferinas I-111 y VIII-X. En las tres primeras, la lactonizacion se
establece en la posicion C—3 para generar una estructura macrociclica de 19 miembros y las
tres restantes presentan un macrociclo de 18 miembros mediante la esterificacion
intramolecular por la aglicona en la posicion C-2 de la unidad de ramnosa interna superior
(Figura 20).

R4 R,
estoloniferina | 2-metilbutanoilo  2-metilbutanoilo
estoloniferina Il decanoilo metilpropanoilo
estoloniferina 11 decanoilo 2-metilbutanoilo

0
HsC o ©
R,O
OH  oH o
HsC
3 OH
HO
R
estoloniferina VIII octanoilo
estoloniferina IX decanoilo
estoloniferina X dodecanoilo
H,.C

3

;
%gy

Figura 20. Estructuras de las estoloniferinas I-11l y VIII-X, constituyentes de la jalapina de
Ipomoea stolonifera.
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2.5.2 Leptofilinas

En un estudio fitoquimico biodirigido para encontrar compuestos con actividad
antituberculosis el extracto crudo de la especie medicinal Ipomoea leptophylla® inhibi6 en
92% el crecimiento de M. tuberculosis a una concentracion de 150 pg/mL. Se logro
identificar dos glicolipidos novedosos, las leptofilinas Ay B (Figura 21). Al mismo tiempo,
se convierte en la segunda descripcion de resinas glicosidicas con acido cindmico entre los

grupos acilantes, el primero corresponde a las simoninas de Ipomoea batatas.®

R
leptofilina A cinamoilo
leptofilina B H

H.C O

3 O

| )J\/\/\/\/\/\
o] o]
H.C ©
3 O
(0]
OH O OH
OR
HO\ OH
OH

Figura 21. Estructuras de las leptofilinas A y B, constituyentes de Ipomoea leptophylla.
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2.5.3 Mamosidos

Los tubérculos de Merremia mammosa forman parte de los componentes de un
remedio utilizado en Indonesia para el tratamiento de la diabetes y de transtornos del
sistema respiratorio. La investigacion fitoquimica de esta especie condujo al aislamiento de
trece glicolipidos; en la Figura 22 se ilustran los glicolipidos individuales con el nacleo del

4cido operculinico A (mamésidos H; y H,).*

Ri R> OH
mamosido H; 2-metilbutanoilo metilpropanoilo HC
mamosido H, metilpropanoilo metilpropanoilo

HO
H,C
O
OH
H3C 0
0]
0]
OR
H,C o 1
R,O
OH @) OH
OH
HO OH
OH

Figura 22. Estructuras de los mamosidos H; y H,, constituyentes de la jalapina de Merremia
mammosa.
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La Figura 23 ilustra los mamosido A y B, obtenidos de la especie Merremia
mammosa, que poseen el nucleo del &cido operculinico C (uno de los nicleos tetrasacaridos

de la especie Ipomoea operculata).

R
mamosido A 2-metilbutanoilo
mamasido B metilpropanoilo

OH
HsC 0] OR

RO

OH OH

Figura 23. Estructuras de los mamésido Ay B.

2.5.4 Marubajalapinas

El estudio quimico de las partes aéreas de la especie Pharbitis purpurea® condujo
al aislamiento y la caracterizacion de quince glicolipidos, las marubajalapinas I-XV (Figura
24). El &cido operculinico E se obtuvo a partir de la saponificacion de la resina glicosidica
como nucleo oligosacarido de estas marubajalapinas. El &cido operculinico E habia sido
previamente identificado en Ipomoea operculata*® como uno de los nticleos minoritarios de

esa especie.
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HsC O
0
OR>
H3C 0 OR;
RsO
ORy ORy
Rl R2 R3 R4 RS
marubajalapina | octanoilo H H H octanoilo
marubajalapina Il H octanoilo H H octanoilo
marubajalapina I octanoilo H H H decanoilo
marubajalapina IV H octanoilo H H decanoilo
marubajalapina VI H decanoilo H H decanoilo
marubajalapina VIl octanoilo H octanoilo H octanoilo
marubajalapina VI H octanoilo octanoilo H octanoilo
marubajalapina IX H octanoilo H octanoilo octanoilo
H3C 0o
OR;
H3C: O OH
R4O
OR3 OR,

Ry R, Rs R4
marubajalapinaVV  octanoilo H H decanoilo
marubajalapina X  octanoilo octanoilo H octanoilo
marubajalapina XI octanoilo H octanoilo  octanoilo

Figura 24. Estructuras de las marubajalapinas I-XI.
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2.5.5 Merremina

Desde el punto de vista fitoquimico, la aportacién mas importante derivada del
estudio de la resina de Merremia hungaiensis’®* fue el aislamiento de la merremina
(Figura 25) que representa el primer dimero descrito en las resinas glicosidicas. Mediante la
hidrolisis basica se determind que los mondmeros que integran la estructura de este dimero
corresponde al esqueleto basico del acido operculinico A.

R = acido hexadecanoico

H,C o
o
o
He o OR
RO 4 0"/ oH
OH
o\ OH
OH
OH
H,G ©
o)
HO 0
o)
H,C O
o
OH
H,C o} OH
o!
o)
RO
o o~/ oH
OH
HO \ OH

Figura 25. Estructura de la merremina, primer dimero descrito de tipo éster glicolipido.
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2.5.6 Operculinas

De la porcion jalapina de las resinas de Ipomoea operculata se han aislado las
operculinas I-XVI11.**® A continuacion se ilustran sélo las estructuras de las operculinas
con el nucleo del acido operculinico A (Figura 26). Donde los principales acidos que se
encuentran acilando a las unidades monosacéaridas son los &cidos dodecanoico y decanoico,
en las posiciones C-2 de la ramnosa interna y C-4 de la ramnosa externa. La mayoria de

las operculinas que poseen el nucleo del acido operculinico A se encuentran lactonizadas en

la posicion C—2 para generar una estructura macrociclica de 18 miembros.

Ry R
operculina | dodecanoilo  dodecanoilo
operculina Il decanoilo decanoilo
operculina VII dodecanoilo  decanoilo
operculina VIl decanoilo dodecanoilo
operculina XIll  dodecanoilo H
operculina XIV  decanoilo H
operculina XV H dodecanoilo

o
of
H3C ')
RO e}
OH L.
HO\ OH
OH
o}
H3C
o

0 operculina V
OH
HO OH

Figura 26. Estructuras de las operculinas con el nlcleo del acido operculinico A.
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2.5.7 Pescapreinas

De las partes aéreas de la especie medicinal Ipomoea pes-caprae se han reportado
cuatro glicolipidos con el nucleo del acido simonico B y un glicolipido no macrociclico
nombrado pescaprésido A (Figura 27).% La rifionina como cominmente se conoce a esta
planta medicinal se utiliza para el trastorno digestivo e inflamacién. En México, esta
especie se comercializa ampliamente en los mercados y tiendas naturistas para su empleo

contra el “mal de orin”.

R1 R2
pescapreina | dodecanoilo H
pescapreina Il dodecanoilo metilpropanoilo
pescapreina Il dodecanoilo 2- metilbutanoilo
pescapreina IV dodecanoilo hexanoilo

H3C
OH oy
OH
H,C
HO o

pescaprosido A R, = dodecanoilo

Figura 27. Estructuras de las pescapreinas I-1V y del pescaprosido A.

OCH,
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2.5.8 Quamoclinas

El estudio de la composicién quimica de la jalapina de la especie Quamoclit
pennata® condujo al aislamiento de las quamoclinas I-1V. Las quamoclinas I-1V estan
constituidas por una unidad monosacarida de fucosa, tres de ramnosa y una de glucosa con
la misma secuencia de glicosidacion del &cido operculinico A, pero las quamoclinas I-111
corresponden a macrolactonas cuya aglicona fue identificada como el &cido 11-
hidroxitetradecanoico (convolvulindlico). En el caso de la quamoclina 1V, se identifico al
acido 11-hidroxihexadecanoico (jalapinolico) como la aglicona de esta molécula. Por lo
tanto la quamoclina IV (Figura 28) es la unica que posee el nicleo del &cido operculinico

A, uno de los nucleos de las murucoidinas.

guamoclina IV

Figura 28. Estructura de la quamoclina IV, constituyente de Quamoclit pennata.
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2.5.9 Simoninas

La simonina | (Figura 29) del camote, constituida por el nucleo oligosacarido del
acido operculinico C, es el primer ejemplo de un glicolipido esterificado en uno de los

monosacaridos con el acido trans-cinamico.

simonina |

H,C

Figura 29. Estructura de la simonina I, constituyente de Ipomoea batatas.

La simonina Il posee el nicleo oligosacarido del acido siménico A constituido por una
unidad de glucosa y cuatro ramnosas; este nacleo no es muy comun y la simonina Il es el
(inico compuesto con este nlicleo.®® De los cinco glicolipidos reportados para el camote, tres
poseen el nucleo del &cido simonico B, las simoninas I11-V, constituido por una unidad de
fucosa y cuatro de ramnosa. A continuacion se ilustran las simoninas 11-V (Figua 30) las

cuales poseen el nucleo de los acidos simonicos A o B.
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simonina Il
H,C
o)
o o
/\/\/\/\/\/U\ Mo ©
o
OH
OH o
OH
HC \/ oH
HO
R
simonina Il 2-metilbutanoilo
simonina IV decanoilo
simonina V octanoilo
H,C O
o}
o)
o}
/\/\/\/\/\/U\ "¢ ° o
o
OH
OH o
OH
HC \/ on
HO

Figura 30. Estructuras de las simoninas II- V
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2.5.10 Tuguajalapinas

De la raiz de Merremia hungaiensis®* se hace un remedio tradicional chino
conocido como “Tu Gua” utilizado en el tratamiento de la hepatitis cronica y hernia. El
estudio quimico de esta especie medicinal permitio aislar y caracterizar a diez glicolipidos,
las tuguajalapinas I-X (Figuras 31 y 32) con el nucleo oligosacarido del acido operculinico
A. 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 restantes
tuguajalapinas, la lactonizacion ocurre en la posicion C-2 de la misma unidad de

metilpentosa.

H,C O
o)
o
H,C o
RiO~2 0~/ oH
OH
R0\ OH
OR;

Ry R, R3
tuguajalapina Il palmitoilo H palmitoilo
tuguajalapina 111 palmitoilo palmitoilo H
tuguajalapina V palmitoilo H esterearoilo
tuguajalapina VI palmitoilo esterearoilo H
tuguajalapina VIl palmitoilo H araquidoilo
tuguajalapina VIII  palmitoilo araquidoilo H
tuguajalapina X palmitoilo H H
Figura 31. Estructuras de las tuguajalapinas II, 111, V-VIIl y X.
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R; R>
tuguajalapina | palmitoilo palmitoilo
tuguajalapina IV palmitoilo estearoilo
tuguajalapina IX palmitoilo H

H3C O
0
O o}
HsC o ©
RO Q" / oH
OH &
RO\ oH
OH

Figura 32. Estructuras de las tuguajalapinas I, IV y IX.

2.6 Estudios quimicos de la especie Ipomoea arborescens

Las especies arbdreas del género Ipomoea son consideradas magicas desde la época
precolombina en todo el altiplano mexicano. La floracion en la época de sequias, segun las
creencias populares, anuncia las primeras lluvias; las flores’ se aplican sobre el cuerpo

para tratar padecimientos “del agua y el frio”.

Estas especies se conocen como “cazahuate”; en la literatura un estudio de la
composicion quimica de las resinas glicosidicas de las raices de la especie Ipomoea
arborescen” (como su nombre lo indica una de las especies arboreas del género Ipomoea)
reporta diez novedosos pentasacaridos (Figura 33), las arboresinas 1-6, murucinas 6-9 y
cinco glicolipidos conocidos: las murucinas 1-5. Las murucinas 1-5 fueron reportadas como

constituyentes de las raices de la especie Ipomoea murucoides.”
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Estos glicolipidos poseen dos nucleos novedosos, el acido murucinico constituido
por una unidad de quinovosa, una de glucosa y tres de ramnosa y el acido arboresinico
constituido por dos unidades de glucosa y tres de ramnosa. Estos compuestos fueron
evaluados en un pequefio panel de lineas celulares (HCT-15, UISO-SQC-1, OVCAR-5).
Los compuestos 3-6, 8-12 y 14-15 no mostraron actividad contra ninguna de las tres lineas
celulares. Los compuesto 1, 2, 7 y 13 mostraron una baja actividad citotdxica (ECso = 5.0
ug/mL) contra la linea celular OVCAR-5.

Hs 0" /o
i )‘\/\/\/\/\/\
OH
H,C o Y
RO
OR
® 0

HO OH
OH

Ry R, R3
arboresinas 1 (1) OH H niloilo
arboresinas 2 (2) OH acetilo niloilo
arboresinas 3 (3) OH propanoilo niloilo
arboresinas 4 (4) OH butanoilo niloilo
arboresinas 5 (5) OH 2-metilbutanoilo niloilo
arboresinas 6 (6) OH tigloilo niloilo
murucinas 1 (7) H acetilo H
murucinas 2 (8) H propanoilo H
murucinas 3 (9) H n-butanoilo H
murucinas 4 (10) H 2-metilbutanoilo H
murucinas 5 (11) H 3-hidroxi-2-metilbutanoilo H
murucinas 6 (12) H acetilo niloilo
murucinas 7 (13) H 2-butenoilo niloilo
murucinas 8 (14) H tigloilo niloilo
murucinas 9 (15) H H H

Figura 33. Glicolipidos de la raiz de Ipomoea arborescens
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2.7 Aspectos boténicos y etnoboténicos de Ipomoea murucoides

2.7.1 Clasificacién Taxondmica

Reino
Division
Clase
Grupo
Orden
Familia
Género

Especie

Vegetal
Anthophyta
Dicotyledoneae
Sympetalae
Tubiflorae
Convolvulaceae
Ipomoea

Ipomoea murucoides Roem. & Schult.

2.7.2 Descripcion botanica y distribucion geografica

Ipomoea murucoides (Figura 34) es nativa de México y 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 Ipomoea murucoides encontramos: 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), Michoacéan

(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 34. Ipomoea murucoides Roem. & Schult.
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La Figura 35 corresponde a una especie arbdrea del género Ipomoea identificada
con el nombre de Convolvulus quahutzehuatl y elaborada durante La Real Expedicion
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 anotacion
identificandola como Ipomoea multiflora. Sin embargo, el nombre vernaculo
“Quauzehuatl” (Quauh = arbol, zahuatl, ¢cahuatl = rofia, tifia) utilizado para su clasificacién
botanica corresponde a la variente del ndhuatl contemporaneo de la palabra cazahuatic, que

en el estado de Morelos derivo en cazahuate para nombrar a esta planta.

(‘nluﬂ‘]uufl IS5 QI 1a |irff'—’-('j.'f|:dr 5 ‘QP' N.

Figura 35. Dibujo acuarelado del arbol medicinal Ipomoea murucoides.[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, 200: pp. 193-196. Turner Collection no. 1065]
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Ipomoea murucoides 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 (Figura 36)
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.

Figura 36. Flores y semillas de Ipomoea murucoides.
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2.7.3 Antecedentes etnobotanicos

La flor del cazahuate (Figura 37) 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. Ademas, el cazahuate se utiliza contra la paralisis y su

cascara hervida para evitar la caida del cabello refregandolo después de haberlo lavado.™

Figura 37. Flores del cazahuate, Ipomoea murucoides Roem. & Schult.
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3. JUSTIFICACION

El género Ipomoea posee multiples actividades bioldgicas, destacdndose sus
propiedades citotoxicas de posible aplicacion terapéutica. De acuerdo al criterio
guimiotaxonomico, se eligio para la realizacion de un estudio quimico a la especie medicinal
mexicana Ipomoea murucoides. El aislamiento de los constituyentes de este género, las
resinas glicosidicas, y la caracterizacion de su composicion quimica permitird ampliar el
conocimiento relacionado con la diversidad estructural de estos metabolitos biodindmicos.
Asi, el presente trabajo de investigacion plantea la obtencion de los glicolipidos
constituyentes de los extractos cloroformico y metandlico de las flores de la especie en

estudio y la determinacion de su potencial citotoxico.
4, OBJETIVOS
4.1  Objetivo general

Ampliar la diversidad estructural relacionada con los glicolipidos de la familia
Convolvulaceae mediante la obtencion de los glicolipidos individuales que constituyen las
complejas mezclas de las resinas glicosidicas presentes en el material vegetal de estudio,

Ipomoea murucoide.

4.2  Objetivos especificos

4.2.1 Aislary purificar mediante la aplicacion de la cromatografia liquida de alta eficiencia
(CLAE) los glicolipidos individuales.

4.2.2 Caracterizar las estructuras de los constituyentes individuales mediante técnicas

espectroscopicas (RMN) y espectrométricas (EM-FAB) de las resinas glicosidicas.

4.2.3 Evaluar el potencial citotoxico de los constituyentes individuales aislados de las

resinas glicosidicas.
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S. PARTE EXPERIMENTAL

51 Determinacién de las constantes fisicas

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogeno (*H) y de
carbono (**C) se generaron en equipos Varian VVXL-500 y Bruker DMX-500, operando a
una frecuencia de 500 MHz en 'H y 125 MHz en **C. Se utilizé 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 y cloroformo como disolventes. Los espectros de
masas fueron registrados en un aparato modelo JEOL SXIOA, utilizando como método de
ionizacion el bombardeo con atomos acelerados (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 aplicacién de la cromatografia en columna abierta para lograr el
fraccionamiento primario de los extractos cloroférmico y metandlico. Se utilizd gel de
silice 60 Merck (70-230 mesh) para empacar las columnas; el cloroformo y el metanol se
emplearon como fase movil; la polaridad se incremento gradualmente (10% MeOH en

eluatos de tres litros), iniciando la elucién con cloroformo y terminado con metanol.

El andlisis de la homogeneidad de las fracciones obtenidas en los fraccionamientos
primarios se realiz6 mediante la cromatografia en capa fina, utilizdndose cromatoplacas de
gel de silice 60 F,s4 sobre aluminio. Las cromatoplacas después de eluidas se humedecieron
con un agente cromodgeno (mezcla H,SO4-sulfato cérico) y se desarrolld el color por

calentamiento sobre una parrilla a una temperatura de 80 °C.
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La resolucion de los constituyentes individuales de las resinas glicosidicas se realizd
utilizando la cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Los analisis llevados a cabo
mediante esta técnica analitica permitio definir las condiciones Optimas para la separacion y
la purificacion de cada uno de los constituyentes individuales de las resinas glicosidicas.
Diversas fases estacionarias fueron probadas, siendo la fase inversa C-18 la que
proporciond el mejor perfil cromatografico en términos de una mayor definicion de los
picos para cada uno de los constituyentes mayoritarios. Los disolventes utilizados fueron

acetonitrilo, metanol y agua.

La instrumentacion estuvo constituida por una bomba (modelo 600, Millipore
Corp., Waters Chromatography Division, Milford, MA, USA) y un refractdbmetro
diferencial (Waters 410), ambos integrados a un equipo de cémputo (OptiPlex 466/Le, Dell
y Pentium 4). El control del equipo, la adquisicion de datos, el proceso y el manejo de la
informacidn cromatogréafica se hicieron a traves de los software Millenium 2000 (Waters) y
Empower 1 (Waters). Una valvula de reciclaje de muestra se adaptd al sistema

cromatografico para la purificacion de los compuestos.

5.3 Material vegetal

La muestra analizada consistié en flores secas (426.8 g) de Ipomoea murucoides,
recolectadas en la Ciudad Universitaria, Universidad Autonoma del Estado de Morelos,
Cuernavaca, Morelos en noviembre de 1996. La identificacion del material fue hecha por el
Bidlogo Gustavo Soria Rocha; un voucher de la especie fue depositado en el herbario
HUMO de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (voucher No 1520).
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5.4  Obtencion de los extractos clorofémico y metandlico de las flores

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 filtré y el

disolvente se elimino a presion reducida.

5.5  Separacion y purificacién de los glicolipidos de la jalapina

La separacion de los glicolipidos individuales de la resina glicosidica de la jalpina
de Ipomoea murucoides se realiz6 haciendo cortes de las fracciones primarias, utilizando la
cromatografia liquida de alta eficiencia. El sistema adecuado consistié en una columna
C-18 preparativa Symetry (19 x 300 mm, 7 um); fase movil: CH3;CN-MeOH (9:1); flujo:
9.0 mL/min; detector: indice de refraccion; concentracion de la muestra: 0.1 mg/uL vy
volumen de inyeccion: 500 uL. En todos los casos se aplico la técnica de reciclaje de
muestra.”’ Esta técnica consistié en hacer pasar la muestra problema por la misma columna
preparativa (de 11 a 15 ciclos) para obtener la maxima separacion y purificacion (> 99%)

de los constituyentes individuales en cada una de las fracciones secundarias.

5.5.1 Fraccionamiento de la fraccién primaria XVI1I

Se utilizaron 2.3 g de la fraccion primaria XVII1 obteniéndose aproximadamente
doce picos (Figura 39; Resultados y Discusion, seccion 6.2.1) en el sistema de elucion
binario seleccionado para realizar este fraccionamiento. En el caso de la fraccion L (tr =
49.9 min), se modificaron las condiciones en el sistema cromatografico, utilizandose una
columna C-18 preparativa Symetry (19 x 300 mm, 7 um); fase movil: MeOH; flujo: 7.0

mL/min; detector: indice de refraccion.
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5.5.2 Fraccionamiento de la fraccion primaria XIX

De la fraccion primaria XIX (1.0 g) se obtuvieron nueve picos (Figura 42
Resultados y Discusion, seccion 6.2.2) con el sistema de elucion binario seleccionado para
el fraccionamiento secunadario de las fracciones primarias. Se modifico el sistema para la
fraccion A (tg = 7.9 min), utilizdndose como sistema de elucion la mezcla CH3;CN-H,0
(7:3); flujo: 7.0 mL/min.

5.5.3 Fraccionamiento de la fraccién primaria XX

Se utilizaron 3.0 g de la fraccion primaria XX, obteniéndose ocho picos (Figura 44;
Resultados y Discusién, seccion 6.2.3) en el sistema de elucion binario original. Se
modifico el sistema cromatogréafico para la fraccion A (tg = 7.2 min), utilizandose como

sistema de elucion CH3;CN-H,O (7:3); flujo: 7.0 mL/min; columna: C-18 preparativa
Symetry, (19 x 300 mm, 7 um).

5.5.4 Fraccionamiento de la fraccion primaria XXII

La fraccion primaria XXI1 (0.3 g) proporciond cinco picos (Figura 47; Resultados y

Discusion, seccion 6.2.5) en el sistema de elucion binario original.
5.5.5 Fraccionamiento de la fraccion primaria XXIV
Se analizaron 0.5 g de la fraccién primaria XXIV, obteniéndose nueve picos en el

sistema de elucion previamente discutido (Figura 49; Resultados y Discusion, seccion
6.2.6).
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5.6 Caracterizacién estructural

La caracterizacion estructural de los glicolipidos individuales dependié en gran
medida de la aplicacion de diferentes técnicas en la espectroscopia de resonancia magnetica
nuclear (500 MHz): COSY, TOCSY, HSQC y HMBC.*™

Por otro lado, la espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo constituye
una técnica analitica esencial en la determinacion estructural de los glicolipidos
individuales.?® Esta técnica permite el calculo del peso molecular de los productos puros y
la determinacidn de la naturaleza de los residuos acilos, asi como la posicion de éstos en el

nucleo glicosidico.
5.7  Preparacion de derivados de la murucoidina X
5.7.1 Hidrolisis alcalina de la murucoidina X

La murucoidina X (6 mg) se sometio a una hidrolisis alcalina en medio acuoso (4
mL de KOH al 5%). La mezcla de reaccion se sometié a un reflujo (95°C) con agitacion
constante durante tres horas. Al término de este tiempo, se ajusto el pH a 4 con HCI 4N vy,
posteriormente se extrajo con cloruro de metileno (3 x 6 mL). La fase orgénica proporciono
una mezcla de acidos grasos.
5.7.2 Reaccion de esterificacion
5.7.2.1 Generacion del diazometano

Para la generacion del diazometano, a una solucion de KOH (0.5 g en 2 mL de

agua), 5 mL de EtOH y 6 mL de éter, se adicionaron 15 mL de una solucion etérea de N-

metil-N-nitroso-O-toluensulfonamida (10 g). La mezcla de reaccion se mantuvo en

46



Parte Experimental

agitacion continua en bafio maria (58-60 °C). EI CH;N; se colectd mediante destilacion en

éter en bafo de hielo.

5.7.2.2 Esterificacion

A la mezcla de &cidos grasos disuelta en 3 mL de metanol se adiciond un exceso de
la solucién etérea de diazometano para llevar a cabo la reaccion de esterificacion. La
adicion del diazometano se realiz6 hasta que cesé el desprendimiento de N, en el medio de

reaccion.

5.7.3 Reaccion de sililacion

La mezcla de los acidos grasos esterificados se hizo reaccionar con 0.2 mL del
reactivo SIGMA SIL-A, una mezcla de trimetilclorosilano-hexametildisilano-piridina
(1:3:9), a 70 °C durante 5 minutos para formar el derivado sililado. Estos acidos fueron
sometidos a un analisis mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas (CG-EM).

5.8  Evaluacion de la citotoxicidad de los glicolipidos

Las lineas celulares derivadas de tumores humanos que fueron empleadas para estas
evaluaciones son: carcinoma nasofaringeo (KB), carcinoma laringeo (Hep-2) y carcinoma
cérvico (Hela). El estudio se realizd de acuerdo a las técnicas implementadas por el
Instituto Nacional del Céancer de los Estados Unidos.” Brevemente, los procedimientos
metodologicos incluyen los siguiente pasos: las células se mantienen en medio RMPI 1640
(10X) suplementado con suero fetal bovino al 10%. Todas las lineas celulares se cultivan a
37 °C en una atmosfera al 5% de CO, en aire y 100% de himedad. Las células en fase log
de su ciclo de crecimiento se sometieron por triplicado a diferentes concentraciones de las

muestras a evaluar (0.16 a 20 pug/mL) y se incubaron durante 72 horas a 37 °C en una
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atmosfera humificada al 5% de CO,. Se usan microplacas de 96 cavidades con capacidad
para 1.7 mL con 190 uL de suspension celular (25,000 cel/mL) y 10uL de la muestra
disuelta en DMSO en diferentes concentraciones (20, 4.0, 0.8 y 0.16 pg/mL). De la misma
forma, se prepar6 un control con suspension celular. La concentracion celular se determind
mediante la cuantificacion de las proteinas totales utilizando el método de tincion con la
sulforodamina B.* Los resultados se expresaron como la concentracién que inhibié el 50%
del crecimiento del control después del periodo de incubacion (CEsp). Los valores son
estimados a partir de una grafica semilogaritmica de la concentracién del compuesto de
prueba (ug/mL) contra el porciento de células viables. Se consideraron con actividad
aquellos valores que presentaron una concentracion efectiva media (CEsp) menor o igual a

4 ng/mL para los compuestos puros.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Estudio quimico del extracto cloroférmico

La preparacion del extracto cloroférmico de las flores de Ipomoea murucoides
permitié la obtencion de 59 g de jalapina, un rendimiento del 13.82%. El total de la jalapina
se sometid a un fraccionamiento primario en columna abierta para lograr la separacion
preliminar de los constituyentes presentes en el extracto, obteniéndose 220 fracciones
primarias que fueron reunidas de acuerdo a su homogeneidad cromatogréfica. La elucion se
realizd con un sistema binario de CHCI3-MeOH mediante el incremento gradual de la
polaridad, iniciando la elucion con cloroformo y terminado con metanol. Al final, se
obtuvieron veintiseis fracciones primarias (Figura 38) en orden creciente de polaridad (I-
XXVI).
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Figura 38. Cromatoplacas en capa fina de los eluatos obtenidos durante el fraccionamiento primario
del extracto cloroférmico de las flores de Ipomoea murucoides.

6.2 Analisis mediante CLAE de las fracciones primarias XVII1-XXV

Una vez efectuado el fraccionamiento primario, se inicié la busqueda de las

condiciones de separacion y purificacion en cromatografia liquida de alta eficiencia de los
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glicolipidos constituyentes de las fracciones primarias XVI11-XXV, las cuales mostraron la
presencia de resinas glicosidicas mediante cromatografia en capa fina. Las cromatoplacas
de estas fracciones al ser reveladas con el reactivo cromoégeno sulfato cérico-acido sulfurico
desarrollaron el color amarillo parduzco caracteristico de estos principios después de su

calentamiento.

La basqueda se inicié utilizando 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, 5 um); flujo: 0.7 mL/min; fase movil: CH3;CN-

MeOH (9:1); con un detector de indice de refraccion.

Una vez encontradas las condiciones a nivel analitico para la resolucion de las
muestras problemas, se procedio a extrapolar estas condiciones a nivel preparativo para
lograr el aislamiento y la purificacion de los constituyentes individuales presentes en cada
una de las muestras. Las condiciones instrumentales a nivel preparativo se describen en la

Parte Experimental, seccién 5.5.

6.2.1 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XVIII

En la Figura 39 se muestra el perfil cromatografico de la fraccion primaria XVII11 en
las condiciones ya descritas en la seccion 6.2. Considerando que se obtuvo una buena
resolucion en la separacion de los picos que constituyen los glicolipidos individuales de
esta fraccion primaria, se procedié al fraccionamiento secundario mediante el empleo de las
condiciones preparativas descritas anteriormente (Parte Experimental, seccion 5.5.1). Esta
operacion permitio la obtencion de mezclas de menor complejidad que permitieron su total

resolucion y purificacion.
Los eluatos que presentaron perfiles cromatograficos de menor complejidad y

tiempo de retencion adecuado para el reciclaje (i.e., entre 10-20 min), se sometieron a este

proceso de purificacién, de manera independiente. La aplicacion de la técnica de
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sobrecarga de columna, corte del nicleo y reciclaje del pico de interés’’ permitié la

purificacién de algunos glicolipidos individuales de la fraccién primaria XVII1.

Los glicolipidos individuales novedosos se nombraron como murucoidinas I-XVIII,
los nimeros arabigos (1-18) se utilizaron para designar cada una de las estructuras que se
agruparon en funcion de su nucleo oligosacérido y se describen en la seccion 6.3. Por lo

tanto, los nimeros ardbigos no corresponden a la numeracion romana.

Las fracciones B (tg = 9.2 min, 60 mg), C (tzr = 12.4 min, 30 mg), D (tg = 13.6 min,
35 mg), F (tr = 19.1 min, 60 mg), G (tg = 22.8 min, 70 mg) y H (tg = 30.4 min, 100 mg) se
sometieron a un proceso de purificacion similar, permitiendo la obtencion de las
murucoidinas XVII (B-1, pico izquierdo), XVIII (B-2, pico derecho), XII (C), Xl (D),
XIV (F), XV (G) y XVI (H). Las estructuras, asi como las constantes fisicas y

espectrométricas para cada constituyente, se incluyen en los cuadros 1-7.
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Figura 39. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccion
primaria XVIII.
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La Figura 40 ilustra el cromatograma obtenido al cabo de una secuencia de
reciclamiento a través de la misma columna de la fraccion secundaria C. A partir del octavo
ciclo, se inicio el desdoblamiento del pico en andlisis; al término del decimoctavo ciclo se
procedid al corte del pico minoritario con menor afinidad al soporte. Un total de 19 ciclos

fueron suficientes para obtener la maxima pureza de la muestra problema.
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Figura 40. Cromatograma generado mediante la purificacion con CLAE del pico minoritario C
de la fraccion primaria XVIII, en donde se ilustra el empleo de la técnica de corte de nicleo y
reciclaje de la muestra.
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Cuadro 1. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina XVII (9).

Murucoidina XVII (9): sélido blanco; p.f. 133-135 °C; [a]p —98 (c 0.20, MeOH); EM-
FAB (modo negativo) m/z: 1297 [M — H]™ (CesH101026), 1167 [M — H — CgHsO (cna —
H)]~, 1083 [1167 — CsHgO (mba — H)]~, 937 [1083 — 146 (metilpentosa)], 545 [937 — 146
(metilpentosa) — 162 (hexosa) — 84 (CsHgO)], 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) —
146 (metilpentosa)] -, 271 [417 — 146 (metilpentosa); &cido jalapindlico — H]". EM FAB-
AR m/z: 1297.6576 [M — H] ~ (calculado = 1297.6581).
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Cuadro 2. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina XV1 (19).

HsC @)

HsC

Murucoidina XVIII (19): solido blanco; p.f. 123-126 °C; [a]p —88 (¢ 0.2, MeOH); EM-
FAB (modo negativo) m/z: 1193 [M — H]™ (CsgH101024), 1067 [M — H — CgH3140 (octa —
H)]", 963 [M — H — 146 (metilpentosa) — CsHgO (mba — H)]~, 837 [963 — CgH140]", 545
[837 — 2 x 146 (metilpentosa)], 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146
(metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido jalapindlico - H]". EM FAB-AR

m/z: 1193.6678 [M — H] ~ (calculado = 1193.6683).
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Cuadro 3. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina XI1 (4).
HO
HO Q
HO (0]
0
H,C O
0
OH
H,C o N
0
o
HsC o OH
o o
OoH by

Murucoidina X11 (4): sélido blanco; p.f. 96-98 °C; [a]p—67.0 (c 0.10, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1119 [M — H]™ (Cs7Hg9O21), 937 [M — H — C12H2,0 (dodeca — H)],
853 [937 — CsHgO] ™, 707 [853 — 146 (metilpentosa)]~, 561 [707 — 146 (metilpentosa)],
433 [561 + 18 (hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)], 271 [433 — 162 (hexosa);
acido jalapinolico — H]". EM FAB-AR m/z: 1119.6674 [M — H] ~ (calculado = 1119.6679).
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Cuadro 4. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina X111 (5).

HsC O
(@]
? OH
HsC o] <
O
OH (0]
OH

Murucoidina X111l (5): s6lido blanco; p.f. 100-104 °C; [a]o =78 (c 0.20, MeOH); EM-
FAB (modo negativo) m/z: 1119 [M — H]™ (Cs7Hg9O21), 937 [M — H — C1,H2,0 (dodeca —
H)]", 853 [937 — C:sHgO], 707 [853 - 146 (metilpentosa)] , 561 [707 — 146
(metilpentosa)] ™, 433 [561 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]™, 271 [433 -
162 (hexosa); acido jalapinolico — H]". EM FAB-AR m/z: 1119.6676 [M — H] ~ (calculado
=1119.6679).
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Cuadro 5. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina XIV (11).

HSC e
0 0~3
HaC o OH
© o
OH  oH

Murucoidina XIV (11): sélido blanco; p.f. 125-127 °C; [a]o =60 (c 0.47, MeOH); EM-
FAB (modo negativo) m/z: 1103 [M — H]™ (Cs7Hg9O20), 921 [M — H — C12H2,0 (dodeca —
H)]", 837 [921 - CsHgO], 691 [837 — 146 (metilpentosa)]”, 545 [691 - 146
(metilpentosa)], 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)], 271 [417 —
146 (metilpentosa); &cido jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z: 1103.6724 [M — H]~
(calculado = 1103.6729).
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Cuadro 6. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina XV (12).

Murucoidina XV (12): sélido blanco; p.f. 125-127 °C; [a]o =29 (¢ 0.35, MeOH); EM-
FAB (modo negativo) m/z: 1005 [M — H]™ (CsoHgsO20), 921 [M — H — CsHgO (mba — H)],
691 [921 — CsHgO — 146 (metilpentosa)]~, 545 [691 — 146 (metilpentosa)], 417 [545 + 18
(hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido
jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z: 1005.5629 [M — H] ™ (calculado = 1005.5634).
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Cuadro 7. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina XV1 (13).

O
H;C
@)
0]
@]
H3 0]
(@] O
OH
H,C ®) o
OH
H,C 0 0
(@]
OH o

OH

H
HO
C

Murucoidina XVI (13): sélido blanco; p.f. 108-111 °C; [a]p —66 (c 0.60, MeOH); EM-
FAB (modo negativo) m/z: 1005 [M — H]™ (CsoHgsO20), 921 [M — H — CsHgO (mba — H)],
837 [921 — CsHgOJ ", 775 [921 — 146 (metilpentosa)]”, 691 [775 — CsHgO] ", 545 [691 — 146
(metilpentosa)]™, 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]™, 271 [417 -
146 (metilpentosa); acido jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z: 1005.5630 [M — H]~
(calculado = 1005.5634).
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Para optimizar el tiempo de retencion de la fraccion L (tgr = 49.9 min) fue necesario
modificar el sistema de elucion realizando pruebas preliminares en la columna analitica
C-18 (4.6 x 300 mm, 5 um). Las siguientes condiciones intrumentales resultaron
adecuadas: eluyente: metanol, flujo: 0.6 mL/min; detector: indice de refraccion; las
condiciones a nivel preparativo se describieron en la Parte Experimental, seccion 5.5.1. El
cromatograma generado en estas condiciones para la fraccion L se ilustra en la Figura 41.
La fraccion L se encuentra constituida por un compuesto mayoritario (L-1; tg = 12.00 min),
el cual fue colectado mediante la técnica de corte de nucleo y, posteriormente, reciclado
mediante la técnica de sobrecarga de columna. Este andlisis de la fraccion L proporciond el
compuesto intrapilosina I, previamente aislado de la especie medicinal Ipomoea

intrapilosa.®! En el cuadro 8 se resumen sus constantes fisicas y espectrométricas.
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Figura 41. Cromatograma generado mediante CLAE de la fraccion secundaria L (fraccion
primaria XVI1II).
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Cuadro 8. Constantes fisicas y espectrométricas de la intrapilosina I (10).

Intrapilosina | (10): solido blanco; p.f. 136-139 °C; [a]p —24 (c 0.16, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1297 [M — H]™ (CesH101026), 1167 [M — H — CgHgO (cna)]”, 1083
[1167 — CsHgO (mba — H)], 937 [1083 — 146 (metilpentosa)], 545 [937 — 146
(metilpentosa) — 162 (hexosa) — (CsHgO)]~, 417 [545 + 18 (hidrdlisis de la lactona) — 146
(metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido jalapinodlico — H]". EM FAB-AR

m/z: 1297.6579 [M — H] ~ (calculado = 1297.6581).
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6.2.2 Fraccionamiento de la fraccion primaria X1X

En la Figura 42 se muestra el perfil cromatogréfico de la fraccion primaria XI1X en
las condiciones ya descritas en la Parte Experimental, seccion 5.5. Al considerar la buena
resolucion de los picos que constituyen los glicolipidos individuales de esta fraccion
primaria, se procedid a su fraccionamiento secundario en una columna preparativa,

obteniéndose mezclas de menor complejidad que pudieron ser resueltas y purificadas.
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Figura 42. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccion
primaria XIX.

La resolucion obtenida en la separacion de las fracciones B (tg = 9.6 min, 17 mg), C
(tz = 10.6 min, 12 mg), D (tg = 13.5 min, 15 mg), E (tg = 16.3 min, 35 mg) y F (&g = 18.4
min, 40 mg) permitié su posterior reciclaje. La aplicacion de la técnica de sobrecarga de
columna, corte del nucleo y reciclaje del pico permitio la purificacion de la pescapreina Il
(E) y las murucoidinas X (B) y Xl (F). Las fracciones C y D presentaron una mayor
complejidad que impidio su caracterizacion mediante RMN, ya que las cantidades de los

compuestos puros a obtener eran muy bajas.
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Con el objetivo de incrementar el tiempo de retencién y lograr una mejor resolucién
de la fraccion secundaria A (tg = 7.9 min, 250 mg), se hicieron pruebas preliminares en
columnas analiticas de fase reversa (C—18) con un sistema de deteccién de indice de
refraccion y un flujo de 0.7 mL/min. EI sistema cromatografico adecuado consistié en una
columna analitica C—18 (4.6 x 300 mm, 5 um); flujo: 0.7 mL/min; fase mévil: CH3;CN-H,0
(7:3); se realizd el escalamiento de estas condiciones instrumentales analiticas a un nivel
preparativo (Parte Experimental, seccion 5.5.2). La Figura 43 ilustra el cromatograma
obtenido a nivel preparativo para la fraccion A, la cual se encuentra constituida por cuatro
picos mayoritarios; cada uno de éstos picos se cortd y, posteriormente, fueron reciclados
mediante la técnica de sobrecarga de columna. Este analisis permitio la purificacion de las
murucoidinas V (A-4; tz = 50 min), IX (A-2; tg = 24 min) y la estoloniferina | (A-3; tg =

32.5 min). No se logro la resolucién de la subfraccion A-1 (tg = 23.5 min).
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Figura 43. Cromatograma generado mediante CLAE de la fraccion secundaria A (fraccion
primaria X1X).

Los compuestos obtenidos de la fraccion primaria XIX, sus constantes fisicas y

espectrométricas se incluyen en los cuadros 9-14.
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Cuadro 9. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina V (7).

Murucoidina V (7): sélido blanco; p.f. 148-150 °C; [a]p —29 (c 0.14, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1167 [M — H]™ (CseHos025), 1083 [M — H — CsHgO (mba — H)], 937
[1085 — 146 (metilpentosa)], 545 [939 — 162 (hexosa) — 146 (metilpentosa) — CsHyO] ", 417
[545 + 18 (hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa);
acido jalapinolico — H]". EM FAB-AR m/z: 1167.6162 [M — H] ~ (calculado = 1167.6162).
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Cuadro 10. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina IX (17).

Murucoidina IX (17): sélido blanco; p.f. 156-158 °C; [a]o—74 (c 0.07 MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1137 [M — H]™ (CssHg3024), 1053 [M — H — CsHgO (mba — H)]~, 991
[M — H - 146 (metilpentosa)]™, 921 [991 — C4HsO (iba — H)]~, 837 [921 — CsHgO] ", 545
[837 — 2 x 146 (metilpentosa)], 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146
(metilpentosa)]™, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido jalapindlico — H]". EM FAB-AR

m/z: 1137.6051 [M — H] ~ (calculado = 1137.6057).

65




Resultados y Discusion

Cuadro 11. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina X (18).

HC /' on

HO

Murucoidina X (18): sélido blanco; p.f. 128-130 °C; [a]p -53 (c 0.15, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1265 [M — H]  (Ce3H109025), 1067 [M — H — Ci2H20, (8-
hidroxidodeca)]”, 691 [1067 — 2 x 146 (metilpentosa) — CsHgO], 545 [691 — 146
(metilpentosa)] ™, 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]™, 271 [417 -
146 (metilpentosa); acido jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z: 1265.7254 [M — H]~
(calculado = 1265.7258).
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Cuadro 12. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina XI (8).

HO\ OH

Murucoidina X1 (8): sélido blanco; p.f. 156-158 °C; [a]o —50 (c 0.32 MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1265 [M — H]™ (Ce3H109025), 1181 [M — H — CsHgO (mba — H)]",
1083 [M — H — C12H2,0]7, 921 [1083 — 162 (hexosa) — CsHgO (mba — H)], 545 [921 — 2 x
146 (metilpentosa) — CsHgO], 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146
(metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido jalapinodlico — H]". EM FAB-AR
m/z: 1265.7253 [M — H] ~ (calculado = 1265.7258).
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Cuadro 13. Constantes fisicas y espectrométricas de la pescapreina 111 (21).

Pescapreina 111 (21): solido blanco; p.f. 121-123 °C; [a]p =70 (c 0.4, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1249 [M — H]™ (Ce3H109024), 1165 [M — H — CsHgO (mba — H)],
1067 [M — H — Cy2H2,0 (dodeca — H)]~, 837 [1067 — CsHgO — 146 (metilpentosa)]”, 545
[837 — 2 x 146 (metilpentosa)]”, 417 [545 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146
(metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido jalapindlico — H]". EM FAB-AR
m/z: 1249.7224 [M — H] ~ (calculado = 1249.7309).
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Cuadro 14. Constantes fisicas y espectrométricas de la estoloniferina I (20).

HsC 0 o
(@)
OH OH (@)
H
€V oH
HO

Estoloniferina 1 (20): solido blanco; p.f. 158-160 °C; [a]p —78 (c 0.1, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1151 [M — H]™ (CsgHgs024), 1067 [M — H — CsHgO (mba — H)]", 921
[1067 — 146 (metilpentosa)], 545 [921 — 2 x 146 (metilpentosa) — CsHgO], 417 [545 + 18
(hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa); &cido
jalapinolico — H]". EM FAB-AR m/z: 1151.6215 [M — H] ™ (calculado = 1151.6213).
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6.2.3 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XX

El perfil cromatografico de la fraccion primaria XX, en las condiciones ya descritas,
se muestra en la Figura 44. Considerando que se obtuvo una buena resolucion en la
separacion de los picos que constituyen esta fraccion primaria, se procedio al
fraccionamiento secundario en una columna preparativa en un sistema de cromatografia
liquida de alta eficiencia, obteniéndose mezclas de menor complejidad. Las fracciones D (tr
= 14.3 min, 10 mg), F (tgr = 24.4 min, 60 mg) y G (tz = 30.1 min, 50 mg) se reciclaron y la
aplicacion de la técnica de sobrecarga de columna y corte del nicleo permitio la
purificacion de las murucoidinas VI (D), Il (F) y IV (G). Las fracciones B y C fueron
mezclas muy complejas y de bajo rendimiento, por lo que no se logré la identificacion de

los glicolipidos constitutivos de estos picos.
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Figura 44. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccion
primaria XX.
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Para incrementar el tiempo de retencion y mejorar la resolucion de la fraccién
secundaria A (tr = 7.2 min, 45 mg), se procedid a utilizar el mismo sistema de elucién
empleado para la fraccion secundaria A obtenida de la fraccion primaria X1X, que consistia
en una columna C-18, con un flujo de 7.0 mL/min, y una fase movil compuesta por
CH3CN-H,0 (7:3). El cromatograma obtenido para la fraccion secundaria A se muestra en

la Figura 45.
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Figura 45. Cromatograma generado mediante CLAE de la fraccién secundaria A (fraccion
primaria XX).

Este analisis de la fraccion A proporcion6 las murucoidinas V (A-5, tr =26.3 min) y
la estoloniferina | (A-3; tr = 17.5 min), las cuales se habian obtenido de la fraccion primaria
XIX. Al comparar el perfil cromatogréfico de ambas fracciones secundarias se observa la
similitud entre ellas. Los compuestos obtenidos en el estudio fitoquimico de esta fraccion

primaria se ilustran en los cuadros 15-17.
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Cuadro 15. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina I11 (16).

ﬁ*ﬁjg}

Murucoidina 111 (16): solido blanco; p.f. 150-153 °C; [a]p —42 (c 0.2, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1151 [M — H]™ (CsgHgs024), 1067 [M — H — CsHgO (mba — H)]~, 921
[1067 — 146 (metilpentosa)] ™, 545 [921 — 2 x 146 (metilpentosa) — CsHgO]~, 417 [545 + 18
(hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]”, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido
jalapindlico — H] . EM FAB-AR m/z: 1151.6214 [M — H] ~ (calculado = 1151.6213).
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Cuadro 16. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina IV (6).

Murucoidina IV (6): solido blanco; p.f. 157-159 °C; [a]o —28 (c 0.15, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1167 [M — H]™ (CsgHgs025), 1083 [M — H — CsHgO (mba — H)] ™, 937
[1083 — 146 (metilpentosa)]”, 545 [937 — 146 (metilpentosa) — 162 (hexosa) — (CsHsgO)],
417 [545 + 18 (hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)], 271 [417 — 146
(metilpentosa); acido jalapinélico — H]". EM FAB-AR m/z: 1167.6162 [M — H] ~ (calculado
= 1167.6167).
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Cuadro 17. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina VI (1).

H3C o)
O
OH
OH
HsC
HO

Murucoidina VI (1): solido blanco; p.f. 143-145 °C; [a]p -38 (c 0.1, MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1265 [M — H]™ (CesH10902s), 1181 [M — H — CsHgO (mba -
H)] ", 1083 [M — H — C4,H,,0 (dodeca — H)] ~, 853 [1083 — 146(metilpentosa) — CsHgO] -,
561 [853 — 2 x 146 (metilpentosa)]”, 433 [561 + 18 (hidrdlisis de la lactona) — 146
(metilpentosa)]”, 271 [433 — 162 (hexosa); &cido jalapinodlico — H]". EM FAB-AR m/z:
1265.7256 [M — H] ™ (calculado = 1265.7258).
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6.2.4 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XXI

El anélisis del perfil cromatografico de la fraccion primaria XXI (Figura 46)
permitié asumir que la fraccion estaba constituida por los mismos glicolipidos individuales
presentes en la fraccion primaria XX. Considerando que la fraccién primaria XXI es la que
continuaba después de la fraccién primaria XXy debido a la similitud de los cromatogramas
obtenidos en las mismas condiciones experimentales, no se realiz6 su fraccionamiento

secundario.
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Figura 46. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccion
primaria XXI.

6.2.5 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XXII

El perfil cromatografico de la fraccion primaria XXI11 (Figura 47) resulté parecido al
de la fraccién primaria XX y XXI, por lo que s6lo se procedid a cortar el pico C (tg = 21.7
min, 25 mg) que podria ser un glicolipido individual novedoso para la especie en estudio. El

compuesto obtenido de este pico se ilustra en el cuadro 18.
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i
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Figura 47. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccion
primaria XXI1.

Cuadro 18. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina 11 (15).

H.

O
O
O
HO
OH 0
OH
HO
Murucoidina 11 (15): sélido blanco; p.f. 155-157 °C; [a]p -55 (¢ 0.1 MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1137 [M — H]™ (CssHg3024), 1067 [M — H — C4HgO (iba — H)],
1053 [M —H — CsHgO (mba — H)]7, 991 [M — H — 146 (metilpentosa)]”, 921 [991 —
C4HeO (iba — H)] ", 837 [921 — CsHgO], 545 [837 — 2 x 146 (metilpentosa)]~, 417 [545 +

18 (hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)]™, 271 [417 — 146 (metilpentosa); acido
jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z: 1137.6056 [M — H] ~ (calculado = 1137.6058).
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6.2.6 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XXI11'y XXIV

La Figura 48 muestra el perfil cromatogréfico de la fraccion primaria XXII1 y la
Figura 49 el perfil cromatogréfico de la fraccion primaria XXIV, en las condiciones ya
descritas en la Parte Experimental, seccion 5.5. Considerando la similitud de las fracciones
primarias mas polares se analizaron los cromatogramas procurando no repetir la separacion
de los mismos constituyentes. El analisis de estas dos fracciones primarias condujo a tomar
la decision de resolver la fraccion primaria XXIV, ya que poseia un nimero mayor de picos.
De esta forma, se incremento la posibilidad de obtener glicolipidos individuales novedosos.
Una vez considerado el fraccionamiento secundario de esta fraccion primaria, se procedié a
la realizacion del mismo en una columna preparativa, en un sistema de cromatografia
liquida de alta eficiencia.
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Figura 48. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccién primaria
XXIII.
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Figura 49. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccion
primaria XXIV,

Las fracciones C (tg = 12.9 min, 20 mg), F (tzr = 17.9 min, 15 mg), G (tz = 22.4 min,
30 mg), H (tr = 29.5 min, 45 mg) y | (tz = 36.3 min, 33 mg) se reciclaron y mediante la
aplicacion de la técnica de sobrecarga de columna y corte del nucleo se logré la purificacion
de las murucoidinas I (C), VII (F), VIII (G), 1l (H) y IV (). Las fracciones B, D y E fueron
mezclas muy complejas y de bajo rendimiento, por lo que no se logro identificar a sus
glicolipidos individuales constitutivos. Los cuadros 19-21 ilustran las murucoidinas
obtenidas del estudio de esta fraccion primaria.
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Cuadro 19. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina I (14).

H,C
HO

Murucoidina | (14): solido blanco; p.f. 154-156 °C; [a]p —46 (c 0.12 MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1067 [M — H]™ (Cs1Hg7023), 983 [M — H — CsHgO (mba — H)]~, 921
[M —H - 146 (metilpentosa)]”, 837 [921 — CsHsO (mba — H)]", 545 [837 — 2 x 146
(metilpentosa)], 417 [545 + 18 (hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)], 271 [417 —
146 (metilpentosa); &cido jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z: 1067.5638 [M — H]~
(calculado = 1067.5645).
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Cuadro 20. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina VI (2).

%ﬁjf/\&

Murucoidina VII (2): sélido blanco; p.f. 141-143 °C; [a]p —=39.0 (c 0.11, MeOH); EM-
FAB (modo negativo) m/z: 1153 [M — H]™ (CssHg3025), 1083 [M — H — C4HgO (iba — H)],
937 [1083 — 146 (metilpentosa)]”, 791 [937 — 146 (metilpentosa)]’, 561 [791 — 146
(metilpentosa) — CsHgO (mba — H)]", 433 [561 + 18 (hidrolisis de la lactona) — 146
(metilpentosa)]”, 271 [433 — 162 (hexosa); &cido jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z:
1153.6000 [M — H]~ (calculado = 1153.6006).
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Cuadro 21. Constantes fisicas y espectrométricas de la murucoidina V111 (3).

Murucoidina V111 (3): solido blanco; p.f. 150-152 °C; [a]p—20 (c 0.09 MeOH); EM-FAB
(modo negativo) m/z: 1167 [M — H]™ (CssHg3024), 1083[M — H — CsHgO (mba — H)]~, 937
[1083 — 146 (metilpentosa)]”, 853 [937 — CsHsO (mba — H)]°, 561 [853 — 2 x 146
(metilpentosa)], 433 [561 + 18 (hidrdlisis de la lactona) — 146 (metilpentosa)], 271 [433 -
162 (hexosa); &cido jalapindlico — H]". EM FAB-AR m/z: 1167.6159 [M — H] "~ (calculado
= 1167.6162).
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6.2.7 Fraccionamiento de la fraccion primaria XXV

En la Figura 50 se muestra el perfil cromatografico de la fraccion primaria XXV, la
penultima fraccion primaria constituida por resinas glicosidicas. Considerando que se
obtuvo una buena resolucién en la separacion de los picos que constituyen esta fraccion
primaria, se procedio al fraccionamiento secundario en un sistema de cromatografia liquida
de alta eficiencia. Esta operacion permitio la obtencion de mezclas de menor complejidad,
pero de rendimientos muy bajos para las fracciones secundarias de interés (los picos
minoritarios). Por lo que no se sometieron a la técnica de reciclaje y, por lo tanto, no se
logré la identificacion de los glicolipidos constitutivos de estas fracciones. Las fracciones
mayoritarias poseen el mismo perfil cromatogréafico de las murucoidinas 111 y 1V, aisladas
en varias ocasiones, por lo que no se sometieron al procedimiento de purificacion.

Tampoco, se analizé la ultima fraccion primaria ya que se obtuvo en muy bajo rendimiento.
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Figura 50. Cromatograma generado mediante CLAE a nivel analitico de la fraccion
primaria XXV.
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6.3 Caracterizacion estructural de los glicolipidos de la jalapina

El anélisis de los espectros unidimensionales de *H y *3C fueron el primer paso para
obtener una informacion general acerca de las estructuras de los glicolipidos individuales
purificados. Los desplazamientos quimicos alrededor de 98-106 ppm en el espectro de *C
correspondientes a los carbonos anoméricos, asistido con el HSQC, permitieron establecer
el nimero de unidades monosacaridas presentes en los compuestos. Con el analisis de las
técnicas bidimensionales en la RMN (COSY y TOCSY)?, se resolvieron las asignaciones de
las sefiales para los metinos entre 4.0-5.7 ppm para cada monosacarido. Finalmente, la
técnica espectroscopica de RMN bidimensional HMBC permitié la asignacion de la
secuencia de glicosidacion y los sitios de acilacion, mediante el estudio de los

acoplamientos *H-3C a larga distancia (**Jc.1).*
6.3.1 Elucidacion estructural de las murucoidinas VI (1), VII (2) y VI1II (3).

La elucidacion estructural de los glicolipidos se realizd mediante técnicas
espectroscopicas unidimensionales (RMN 'H y C) y bidimensionales (RMN HSQC,
COSY, TOCSY y HMBC), logrando identificar como nucleo oligosacarido de los
compuestos 1-3 al acido siménico A (Figura 17, seccion 2.4.6 de los Antecedentes).®® En el
espectro de RMN 'H de los compuesto 1-3 (Figura 66, pag. 104) aparece la sefial
caracteristica (tq) del proton H-2 del acido 2-metilbutanoico a 2.3 6 2.5 ppm, demostrando
su presencia en estos compuestos. En el caso del compuesto 1, ademas de la sefial del acido
2-metilbutanoico, se observa un triplete a 2.4 ppm caracteristico de los acidos alifaticos de
cadena larga; para el compuesto 2 se observa un septuplete a 2.6 ppm que es caracteristico
del &cido metilpropanoico y, por ultimo, en el compuesto 3 se observo de manera duplicada
la sefial del acido 2-metilbutanoico. Los dobletes entre 1.35-1.70 confirman la presencia de
cuatro metilpentosas en los tres casos, ya que son caracteristicos de grupos metilos de 6-
desoxihexosas (Figura 51). Las sefiales entre 2.2—2.9 ppm corresponden a los dos protones
no equivalentes del grupo metileno en posicion alfa al grupo carbonilo de la aglicona. De

esta manera, se evidenci6 la naturaleza macrolactonica para todos los compuestos.
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Figura 51. llustracion de los dobletes entre 1.35-1.65 ppm caracteristicos de los grupos metilos de
6-desoxihexosas (compuesto 2).

En los espectros de RMN *3C de los compuestos 1-3 (Figura 67, pag. 105) aparece
una sefial a 62.8 ppm, la cual corresponde al carbono del grupo hidroximetileno de una
hexosa y tres sefiales entre 175-176 ppm que corresponden a los dos carbonilos de los
acidos que se encuentran acilando el nacleo oligosacarido y al carbonilo de la lactona del
macrociclo formado por la aglicona.

La asignacion de las sefiales de RMN *H y **C (cuadros 23 y 24) de los compuestos
1-3 se inicié localizando en el espectro heteronuclear HSQC los carbonos anoméricos
(desplazamientos quimicos alrededor de 98-100 ppm) y sus correspondientes protones

anoméricos. En la Figura 52 se ilustran las correlaciones anoméricas observadas para el
compuesto 2.
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Figura 52. Seccion anomérica del espectro HSQC del compuesto 2.

Del analisis de la Figura 52 se logré obtener los protones anoméricos para el
compuesto 2, informacion que se resume a continuacion:

Monosacérido | *H-anoméricos (ppm) | **C-anoméricos (ppm)
Glucosa 4.90 104.5
Ramnosa 5.57 98.8
Ramnosa'’ 5.62 104.9
Ramnosa"' 5.88 103.8
Ramnosa' 6.13 99.3
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Al analizar las constantes de acoplamientos para los compuestos 1-3, se determind
que los compuestos estan constituidos por una unidad de glucosa y cuatro de ramnosa. Los
dobletes de los protones anoméricos (Figura 53) registraron una constante de acoplamiento
grande (J = 7.5 Hz) para la glucosa en su configuracién anomérica B en la conformacion “C,
y cuatro valores pequefios (J = 1.5 Hz) para la ramnosa. Este valor no permite asignar la
configuracién anomérica y, por lo tanto, ésta se dedujo de los experimentos de RMN *3C
totalmente acoplado a *H (*Jc.n). La configuracion anomérica o se establecié para las
unidades de ramnosa debido a los valores registrados de *Jc.y = 170-172 Hz para estas

sefiales anoméricas en su conformacion *Cy.}

N~ MO~ oW o [Coq o R P~<r oo
=2 8838 8356 & 88 88 hE -
WO WOV VWD n 0 WHWw nw wuvw 8%
VAN N VYol
T I T I I I
6.2 6.1 6.0 59 5.8 57

Figura 53. Seccion del espectro de RMN *H del compuesto 2 para los protones anoméricos.
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Posteriormente, el analisis de los espectros homonucleares COSY y TOCSY, en
forma simultanea, permitid la asignacion de las sefiales correspondientes a los metinos de
cada monosacarido del nucleo oligosacarido, estableciendo las conectividades registradas
en estos experimentos bidimensionales. En la Figura 54 se ilustran los cuadros de
conectividad para la secuencia de H-H de la ramnosa externa (Ram") del compuesto 2. Los
cuadros de conectividad se inician con el proton H-1 (anomérico) de cada unidad sacéarida
y cuya asignacion se obtiene a partir del andlisis bidimensional HSQC. La Figura 54
muestra la secuencia de interacciones vecinales H-H de la ramnosa cuyo protén anomerico
tiene un desplazamiento centrado en 5.88 ppm y a continuacion se resume la informacion

obtenida en el cuadro 22.
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Figura 54. Seccion del espectro COSY de la porcion oligosacarida del compuesto 2.
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Cuadro 22. Desplazamientos quimicos para los metinos de la ramnosa externa (Ram™) del
compuesto 2.

Ram" | 'H (ppm)
5.88
4.70
4.47
5.79
4.37

El espectro homonuclear TOCSY permiti6 verificar la secuencia de acoplamientos
H-H para cada una de las unidades monosacéridas. En la Figura 55 se muestra la porcion
oligosacarida del compuesto 2 en el experimento TOCSY y se indican las sefiales
correspondientes a la ramnosa externa (Ram"), las cuales coinciden con las obtenidas por
medio del analisis del experimento COSY. Cabe mencionar que la secuencia de H-H puede
interrumpirse en el espectro COSY, e.g. Hs-Hs de la fucosa, impidiendo la identificacion de
la secuencia completa. La asistencia del experimento TOCSY permite el establecimiento de
la secuencia total de las interacciones vecinales entre los hidrogenos de cada unidad
sacarida. El andlisis del experimento TOCSY se puede realizar de dos maneras: mediante
los cuadros de conectividad para obtener la secuencia de acoplamientos para los metinos y
trazando una linea horizontal o vertical a partir del proton anomérico para identificar los

desplazamientos quimicos de las resonancias de todos los metinos en cada unidad sacarida.
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Figura 55. Seccion de la porcion oligosacarida del compuesto 2 en el espectro TOCSY.

Después de identificar y diferenciar las sefiales de los metinos para cada

monosacaridos:

monosacarido, por medio de los experimentos COSY y TOCSY, se procedié con la
asignacion de los desplazmientos de **C mediante el analisis del experimento HSQC de la
misma manera que en la Figura 52. Posteriormente, se establecid la secuencia de
glicosidacién mediante las correlaciones *H-"*C observadas en el espectro HMBC en la
region oligosacarida, conectividades interglicosidicas entre los protones anémericos con los
carbonos de las unidades sacéridas vecinales (*Jcu). La Figura 56 ilustra estas

conectividades para el compuesto 2, mostrando las correlaciones entre los siguientes
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Figura 56. Seccion de la region oligosacéarida del compuesto 2 del espectro HMBC.

Los experimentos unidimensionales (*H y **C) y bidimensionales (COSY, TOCSY y

HMBC) discutidos hasta este momento permitieron deducir los tipos de monosacaridos,

i.e., hexosa (glucosa) y/o metilpentosa (ramnosa) y la secuencia de glicosidacion en el

nucleo oligosacarido como se ilustra en la Figura 57.
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Figura 57. Secuencia de glicosidacion del compuesto 2.

Una vez que se establecio la secuencia de glicosidacion, se procedi6 a la asignacion
de los carbonilos mediante la secuencia de pulsos HMBC a partir de sus acoplamientos con
los hidrégenos alfa al carbonilo (*Jc.+) de la aglicona (el grupo metileno H-2, 2.22 ppm) y
los metinos H-2 de cada uno de los grupos acilantes (Figura 58). De este andlisis se dedujo
para el compuesto 2 que el carbono a 173.4 ppm (linea azul, Figura 58) pertenece al
carbonilo de la aglicona (&cido jalapinolico), el de 175.5 ppm (linea morada) al acido 2-

metilbutanoico y el de 176.9 ppm (linea verde) al acido metilpropanoico.
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Figura 58. Seccion del espectro HMBC del compuesto 2 donde se ilustran las correlaciones

entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con los hidrdgenos o al
carbonilo.
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Los sitios de acilacién se dedujeron a partir de las correlaciones *H-"*C (*Jc.1;) en el
experimento HMBC, entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los &cidos con las
sefiales protdnicas geminales a estos grupos acilantes. La Figura 59 ilustra estas
conectividades para el compuesto 2 en donde la interaccion entre el H-2 de la ramnosa
interna (Ram, 6.06 ppm) con el C-1 de la aglicona (173.4 ppm) permiti6 identificar el sitio
de lactonizacion. También, se pudieron observar las conectividades entre C-1 de los &cidos
(175.5 y 176.9) con los metinos en las posiciones H-2 de la Ram' (5.96 ppm) y H-4 de la

Ram" (5.79 ppm), respectivamente.
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Figura 59. Seccién del espectro HMBC del compuesto 2 donde se ilustran las correlaciones
entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con las sefiales protonicas
geminales a los grupos acilantes.
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De este modo, se completo la elucidacion estructural de los compuestos 1, 2 y 3.
Cabe mencionar que la diferencia observada en los desplazamientos quimicos de los
metinos de la posicién C-2 y C-3 de la unidad de ramnosa interna superior (Ram) en el
compuesto 1 con respecto a los compuestos 2 y 3 se debe a la posicion de lactonizacion ya

que ésta ocurre en la posicion C—3 en el compuesto 1 y en C-2 para los compuestos 2 y 3
(Figura 60).

Ram H-3

Ram H-2

T
6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 55 ppm

Figura 60. Region anomérica del espectro de RMN *H para los compuestos 1 (A) y 2 (B).
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Cuadro 23. Desplazamientos quimicos en la RMN *H de las murucoidinas VI-VIII (1-3).2

Proton” acido siménico A° 1 2 3
Gluc-1 450d (7.4) 5.03d (7.5) 4.90d (7.5) 491d (7.5)
2 4.26 dd (7.4, 7.5) 4.28 dd (7.5, 8.0) 3.90 dd (7.5, 8.0) 3.90 dd (7.5,8.0)
3 4.29dd (7.5, 8.1) 4.30 dd (8.0, 8.0) 4.12* dd (9.0, 9.5) 4.16* dd (9.0, 9.0)
4 414dd (8.1, 8.7) 4151t (9.0, 9.0) 4.12* dd (9.0, 9.5) 4.16* dd (9.0, 9.0)
5 3.89ddd (2.8, 5.9, 8.7) 3.90 ddd (2.4, 5.0, 9.0) 3.88m 3.88 ddd (2.5, 6.0, 9.0)
6a 4.33dd (5.9, 11.6) 435dd (5.5, 11.4) 4.33dd (6.0, 12.5) 432 dd (6.0, 12.0)
6b 4.40 dd (2.7, 11.6) 453 dd (2.7, 11.4) 4.47 dd (3.0, 12.5) 4.48 dd (2.5, 12.0)
Ram-1___ 637d(0.9) 6.46 d (L.6) 557d (2.0) 5.59d (L5)
4.64 dd (0.9, 3.1) 5.32sa 6.06 dd (2.0, 3.5) 6.07 dd (1.5, 3.5)
4.63dd (3.1, 9.0) 5.62 dd (3.0, 9.8) 5.04 dd (3.5, 9.0) 5.09 dd (3.5, 9.0)
436 dd (8.8, 9.0) 469t (9.8) 4.21dd (9.0, 9.0) 4.24dd (9.5, 9.5)
4.43dq (5.8, 8.8) 5.10 dq (6.4, 9.8) 438 dq (6.0, 9.0) 4.38* dq (6.0, 9.5)
1.69 d (5.8) 1.72 d (6.4) 1.58 d (6.0) 1.58 d (6.0)
am1___ 6.19d(L6) 5.68d (L6) 6.13d (2.0) 6.16 d (L5)

4.98 dd (1.6, 3.5)
455 dd (3.5, 9.1)
4.49 dd (9.1, 9.4)
4.31dq (6.1, 9.4)

5.84 dd (1.6, 3.0)
4.52 dd (3.0, 8.0)
4.33 dd (9.0, 9.0)
4.37 dq (6.0, 9.0)

5.96 dd (2.0, 3.0)
4.59 dd (3.0,9.0)
4.25 dd (9.0, 9.5)
4.32 dq (6.0, 9.5)

5.97 dd (1.5, 3.5)
4.61 dd (3.5, 9.0)
4.27 dd (9.0, 9.5)
4.38* dq (6.0, 9.5)

158 d (6.1) 1.62 d (6.0) 1.64 d (6.0) 1.65 d (6.0)
5.68d (1.6) 593 sa 5.88 sa 5.91d (1.0)
4.88 dd (1.6, 3.2) 4.63dd (1.3, 3.3) 4.70sa 4.71dd (1.0, 3.0)
455 dd (3.2, 9.0) 4.42dd (3.3, 9.8) 4.47 dd (3.0, 9.0) 4.47 dd (3.0, 9.0)
4.22.dd (9.0, 9.2) 5.781(9.7) 5.791 (9.5) 5.821(9.5)
4.74dq (6.0, 9.2) 4.34dq (6.3,9.7) 4.37dq (6.0, 9.5) 4.34dq (6.5, 9.5)
1.61d (6.0) 1.40 d (6.3) 1.38 d (6.0) 1.40 d (6.5)
am™-1  5.95d(L.1) 557d (1.3) 5.62d (15) 5.65d (1.0)
4.69dd (1.1, 3.2) 4.79dd (1.3, 3.1) 4.83sa 4.84 dd (1.0, 3.5)

ocounhwNngloonsrwNngloonhwNnglooswN
®
3-
e
[N

4.39.dd (3.2, 9.6)

450 dd (3.1, 9.0)

4.40 dd (3.0, 9.0)

4.41dd (3.5, 9.0)

4.21dd (9.6, 10.0) 4.23t(9.4) 4.23dd (9.0, 9.0) 4.25dd (9.5, 9.5)
4.30dq (5.6, 10.0) 4.27 dq (6.0, 9.4) 4.31dq (6.0, 9.0) 4.38* dq (6.0, 9.5)
1.58 d (5.6) 1.71d (6.0) 1.55d (6.0) 1.57 d (6.0)
Jal-2a 2.321(7.3) 2.25ddd (3.8,7.2,13.6) 2.25ddd (3.5,8.0,12.0) 2.25ddd (3.5, 8.0, 12.0)
2b 2.91ddd (3.8,7.2,13.6) 2.40ddd (3.5,7.0,12.0) 2.40ddd (3.5, 8.0, 12.0)
11 4.06 sa 3.90m 3.87m 3.87m
16 0.921(7.1) 0.931(7.0) 0.831(7.0) 0.831(7.0)
COOCH;  3.64s
mba-2 2.50tq (7.0, 7.0) 2.36tq (7.0, 7.0) 2.371q (7.0, 7.0)
2-Me 1.20d (7.0) 1.07 d (7.0) 1.08d (7.0)
3-Me 0.941(7.5) 0.851(7.5) 0.851(7.0)
mba’'-2 2.501q (7.5, 7.5)
2-Me 1.20d (7.0)
3-Me 0.931(7.5)
iba-2 2.63 sept (7.0, 7.0)
3 1.19d (7.0)
3 1.16 d (7.0)
dodeca-2a 2.381(7.4)
12 0.871(7.0)

Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. sa = singulete ancho, d = doblete,
t = triplete, m = multiplete, dq = doblete cuarteteado, sept = septuplete. "Abreviaciones: Ram = ramnosa; Gluc = glucosa; Jal = &cido 11-
hidroxihexadecanoico; mba = acido 2-metilbutanoico; iba = 4cido metilpropanoico; dodeca = 4cido dodecanoico. “Ester metilico®.
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Cuadro 24. Desplazamientos quimicos en la RMN **C de las murucoidinas VI-VI11 (1-3).2

Carbono” acido simonico A° 1 2 3
Gluc-1 101.0 101.4 104.5 104.6
2 79.7 75.3 82.0 82.0
3 76.9 79.8 76.5 76.5
4 72.2 72.1 71.9 71.9
5 78.2 79.8 77.9 78.0
6a 62.9 62.8 62.8 62.8
Ram-1 101.3 100.3 98.8 98.8
2 73.2 69.7 73.7 73.7
3 72.2 77.8 69.9 70.0
4 80.5 78.1 79.8 79.8
5 67.3 68.0 68.7 68.5
6 19.2 19.4 19.3 19.4
Ram'-1 102.9 99.2 99.3 99.1
2 72.1 72.9 73.0 73.1
3 82.6 80.0 79.8 79.8
4 78.7 79.8 80.1 80.1
5 68.8 68.3 68.2 68.2
6 18.3 18.7 18.8 18.8
Ram™-1 104.5 103.7 103.8 103.8
2 72.7 72.6 72.7 72.8
3 12.7 70.2 70.2 70.2
4 73.7 74.8 74.9 74.8
5 70.1 68.1 68.5 68.7
6 18.6 17.9 17.8 17.9
Ram-1"" 103.4 104.3 104.9 104.9
2 72.7 72.6 72.5 72.5
3 72.8 72.5 72.5 72.5
4 74.0 73.7 73.5 73.5
5 70.4 70.8 68.7 68.7
6 18.9 18.7 18.6 18.6
Jal-1 174.0 174.9 173.4 173.3
2a 33.7 34.3 34.3
11 78.2 79.4 82.8 82.8
16 14.4 14.4 14.5 14.3
OCH; 51.3
mba-1 176.3 175.5 175.5
2 41.6 41.5 41.5
2-Me 17.0 16.1 16.8
3-Me 11.8 11.8 11.7
mba'-1 176.3
2 41.5
2-Me 17.0
3-Me 11.7
iba-1 176.9
2 345
3 19.3
3 19.1
dodeca-1 172.9
2 34.4
12 14.3

3Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. "Abreviaciones: Ram = ramnosa; Gluc = glucosa; Jal =
acido 11-hidroxyhexadecanoico; mba = 4cido 2-metilbutanoico; iba = metilpropanoico; dodeca =

4cido dodecanoico. "Ester metilico.®
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6.3.2 Elucidacion estructural de las murucoidinas XI1 (4) y X111 (5).

La elucidacion estructural de los compuestos 4 y 5 se realiz6 de la misma manera
que en el caso de los compuestos 1-3, lograndose identificar como el nucleo oligosacarido
de estos compuestos al acido operculinico E (Figura 8, seccion 2.3.4 de los Antecedentes).
En el espectro de RMN *H de los compuestos 4 y 5 (Figura 66, pag. 104) aparece la sefial
caracteristica (tq) del proton H-2 del &cido 2-metilbutanoico a 2.48 ppm. A la vez se
observaron dos conjuntos de mutlipletes (doblete de doblete de dobletes) centrados en 2.30
y 2.40 ppm, cuya multiplicidad inusual para los derivados acilos presentes en estos
metabolitos no permitié inferir la naturaleza del acido graso que se encontraba presente
como un grupo esterificante del oligosacarido. Se observaron los dobletes entre 1.4-1.6
confirmando la presencia de tres metilpentosas y las sefiales entre 2.2-2.9 ppm
correspondiente a los dos protones no equivalentes del grupo metileno en posicién alfa al

grupo carbonilo de la aglicona.

En el espectro de RMN 3C (Figura 67, pag. 105) de los compuestos 4 y 5 aparece
una sefial a 62.8 ppm, la cual corresponde al carbono del grupo hidroximetileno de una
hexosa y tres sefiales entre 175-176 ppm, dos de los cuales corresponden a los carbonos de
los grupos carbonilos de los acidos que se encuentran acilando y uno al carbonilo del
macrociclo lacténico de la aglicona. La asignacion de las sefiales de RMN 'H y C
(cuadros 25y 26) de los compuestos 4 y 5 se inici6 localizando en el espectro heteronuclear
HSQC los carbonos anoméricos (desplazamientos quimicos alrededor de 98-100 ppm) y
sus correspondientes protones anoméricos. En la Figura 61 se ilustra las correlaciones

anomeéricas observadas para el compuesto 4.
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Figura 61. Seccion anomérica del espectro HSQC del compuesto 4.

Como se puede observar en la Figura 61 a diferencia de los compuestos 1-3, los
compuestos de esta serie (4-5) poseen cuatro protones anoméricos, tres con valores
pequeiios y no cuatro sefiales como en los compuestos 1-3, y una constante de
acoplamiento con valor grande en ambas series. Del anélisis de la Figura 61 se logrd

obtener los protones anoméricos para el compuesto 4, informacion que se resume a
continuacion:

Monosacérido | ‘H-anomérico (ppm) | **C-anomérico (ppm)
Glucosa 5.00 101.5
Ramnosa" 5.68 103.7
Ramnosa’ 5.91 102.6
Ramnosa 6.51 100.3
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En los compuestos 4 y 5, como se ilustra en la Figura 62, se presentd una mayor
sobreposicién de las sefiales de los metinos no anoméricos con un efecto paramagnético
respecto a los metinos desprotegidos de los compuestos 1-3. Posteriormente, con los
espectros homonucleares COSY y TOCSY se asignaron las sefiales correspondientes a los
metinos de cada monosacarido del nucleo oligosacarido, realizando los cuadros de
conectividad en estos experimentos bidimensionales de RMN. En la Figura 62 se ilustran
los cuadros de conectividad para la secuencia de H-H de la ramonosa interna (Ram) del
compuesto 4. Al analizar las constantes de acoplamientos para cada unidad sacarida, se
determind que el nicleo oligosacérido estd constituido por una unidad de glucosa y tres de
ramnosa. Los dobletes de los protones anoméricos registraron una constante de
acoplamiento grande (J = 7.5 Hz) para la configuracién p anomérica de la glucosa y tres

pequefias (J = 1.5 Hz) para la ramnosa.

-5.0

!

55

-6.0

7.0

7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 40 ppm

Figura 62. Seccion del espectro COSY correspondiente a la porcion oligosacarida del
compuesto 4 en donde se ilustran las conectividades H-H para la ramnosa interna (Ram).
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Después de identificar y diferenciar las sefiales de los metinos para cada
monosacarido, por medio de los experimentos COSY y TOCSY, se procedio a realizar la
asignacion de las resonancias de *C mediante el anélisis del experimento HSQC.
Posteriormente, se establecio la secuencia de glicosidacién mediante las correlaciones *H-
3C observadas en el espectro HMBC en la regién oligosacarida, entre los protones
anoméricos con los carbonos de las unidades sacéridas vecinales donde suceden las
conectividades interglicosidicas. La Figura 63 ilustra las conectividades para dos unidades
monosacaridas de las cuatro que forman la cadena oligosacarida del compuesto 4, en donde
el carbono anomérico a 102.6 ppm muestra una correlacion con el protén a 4.76 ppm que
corresponde al proton H-4 del sacéarido cuyo proton anomérico es 6.51 ppm. A la vez la
Figura 63 muestra la interaccion del carbono a 103.7 ppm con el proton H-4 (4.57 ppm) del
sacarido cuyo protdon anomérico es 5.91 ppm. La asignacion de los carbonilos se realizé
mediante la secuencia de pulsos HMBC a partir de sus acoplamientos con los hidrégenos
del metileno de la aglicona (H-2, 2.25 y 2.40) y los protones H-2 de cada uno de los &cidos
(Figura 64).
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Figura 63. Seccion de la region oligosacérida del espectro HMBC para el compuesto 4 en
donde se ilustran las conectividades entre los carbonos anoméricos de dos unidades
monosacaridas con el protén de la unidad sacérida que participa en el enlace glicosidico.
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Figura 64. Seccion del espectro HMBC del compuesto 4 donde se ilustran las correlaciones

entre los carbonilos de cada uno de los ésteres con los hidrdgenos o al carbonilo.

Los sitios de acilacion se dedujeron a partir de las correlaciones *H-"*C en el

experimento HMBC, entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los acidos con las

sefiales protonicas geminales a estos grupos. La Figura 65 ilustra estas conectividades para

el compuesto 4 en donde la interaccion entre el C-1 del acido 2-metilbutanoico (176.3) con

los hidrdgenos del metino en la posicion H-4 (5.76 ppm) de la ramnosa externa (Ram™)

(Figura 65) confirmé la sustitucion en esa posicion. En tanto que la conectividad entre el

H-3 de la ramnosa interna media (Ram') con el carbonilo centrado en 172.5 ppm permitid

ubicar al segundo residuo &cido.
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Figura 65. Seccion del espectro HMBC del compuesto 4 donde se ilustran las correlaciones
entre los carbonos de los carbonilos de dos de los ésteres con las sefiales protonicas
geminales a estos grupos.

Por otra parte, los desplazamientos de *H de los metinos de la posicién H-3 y H-2
de la tercera unidad sacérida, la ramnosa interna (Ram’), son diferentes para el compuesto 5
con respecto al compuesto 4 ya que la acilacion de este carbohidrato ocurre en la posicion

C-2 para el compuesto 5y en C—3 para el compuesto 4 (ver cuadro 25).
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Cuadro 25. Desplazamientos quimicos en la RMN *H de las murucoidinas XI1-XI11 (4-5).2

Proton” acido operculinico E° 4 5
Gluc-1 4.954d (7.0) 5.00d (8.0) 4.99d (7.5)
2 4.22* 4.30* dd (8.0, 8.0) 4.30* dd (8.0, 8.0)
3 4.24* 4.30* dd (8.0, 8.0) 4.30* dd (8.0, 8.0)
4 4.13dd (9.0, 9.0) 4.16 dd (9.0, 9.0) 4.17 dd (9.0, 9.0)
5 3.87 ddd (3.0, 5.0,9.0) 3.90 ddd (2.0, 5.5, 9.0) 3.90*
6a 4.33 dd (5.0, 12.0) 4.40* m 4.38 dd (5.6, 12.0)
6b 4.49 dd (3.0, 12.0) 4.52 dd (3.0, 11.7) 4.52 dd (2.8, 12,0)
Ram-1 6.35d (1.0) 6.51d (1.5) 6.49d (1.0)
2 4.64 dd (1.0, 3.5) 5.25dd (1.5, 3.0) 5.28 dd (1.0, 3.0)
3 4.61dd (3.5, 9.0) 5.69dd (3.0, 9.5) 5.59dd (3.0, 9.5)
4 4.35dd (9.0, 9.0) 4.761(9.5, 9.5) 4.631(9.5)
5 4.89 dq (6.0, 9.0) 5.16 dq (6.5, 9.5) 5.08 dq (6.5, 9.5)
6 1.69 d (6.0) 1.75d (6.5) 1.75d (6.5)
Ram’-1 6.22d (1.0) 5.91d(1.5) 5.57d (1.5)
2 4.76 dd (1.0, 3.5) 4.71dd (1.5, 3.0) 5.78dd (1.5, 3.5)
3 4.55dd (3.5, 9.0) 5.72.dd (3.0, 9.5) 4.59 dd (3.5, 9.5)
4 4.42 dd (9.0, 9.0) 4.571(9.5,9.5) 4.261 (9.5, 9.5)
5 4.36* 4.43 dq (6.5, 9.5) 4.37 dq (6.0, 9.5)
6 1.59 d (6.0) 1.61d (6.5) 1.69 d (6.0)
Ram™-1 6.29d (1.0) 5.68d (1.5) 6.16 d (1.5)
2 4.80 dd (1.0, 3.5) 4.47 dd (1.5, 3.0) 4.77 dd (1.5, 3.0)
3 4.45 dd (3.5, 9.0) 4.40* m 4.48 dd (3.0, 9.5)
4 4.25dd (9.0, 9.0) 5.76 1 (9.5) 5.801(9.5)
5 4.34* 4.32 dq (6.5, 9.5) 4.41 dq (6.0, 9.5)
6 1.59 d (6.0) 1.36 d (6.5) 1.44 d (6.0)
Jal-2a 2.31t(7.4) 2.13ddd (3.7, 7.8, 11.5) 2.24 ddd (3.0, 8.0, 11.7)
2b 2.25ddd (3.7, 7.8, 11.5) 2.72 ddd (3.0, 8.0, 11.7)
11 4.00m 3.96m 3.90*
16 0.921(7.0) 0.991(7.0) 1.00t (7.0)
COOCHj; 3.62s
mba-2 2.481q (7.0, 7.0) 2.521q (7.0, 7.0)
2-Me 1.20d (7.0) 1.22d (7.0)
3-Me 0.921(7.5) 0.951(7.5)
dodeca-2a 2.30 ddd (7.5, 7.5, 15.0) 2.27 ddd (7.5, 7.5, 15.0)
2b 2.39.ddd (7.5, 7.5, 15.0) 2.35ddd (7.5, 7.5, 15.0)
12 0.871t(7.0) 0.871(7.5)

®Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. sa = singulete
ancho, d = doblete, t = triplete, m = multiplete, dq = doblete cuarteteado, sept = septuplete. *Abreviaciones: Ram = ramnosa; Gluc =
alucosa; Jal = 4cido 11-hidroxyhexadecanoico; mba = 4cido 2-metilbutanoico; dodeca = 4cido dodecanoico. “Ester metilico.*®
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Cuadro 26. Desplazamientos quimicos en la RMN **C de las murucoidinas XI1-XI11 (4-5).2

Carbono” acido operculinico E° 4 5
Gluc-1 101.1 101.5 101.4
2 77.1 75.0 75.1
3 79.6 79.8 79.8
4 72.0 72.0 72.0
5 78.0 78.3 78.2
6a 62.8 62.8 62.8
Ram-1 101.3 100.3 100.2
2 72.6 69.6 69.5
3 73.1 78.9 77.9
4 80.8 76.2 79.3
5 67.2 67.6 67.9
6 19.1 19.5 19.2
Ram'-1 102.9 102.6 100.7
2 73.0 70.4 74.3
3 73.4 75.6 70.8
4 79.6 78.4 80.8
5 68.3 69.1 68.5
6 18.8 18.5 18.7
Ram"-1 102.9 103.7 103.7
2 72.4 72.7 72.3
3 72.7 70.1 70.2
4 73.9 74.8 75.1
5 70.2 68.2 68.0
6 18.4 17.9 17.9
Jal-1 174.0 174.4 174.9
2a 34.6 34.2
11 78.2 79.8 79.3
16 14.4 14.6 14.6
OCHs 51.3
mba-1 176.3 176.3
2 415 41.6
2-Me 17.0 17.0
3-Me 11.8 11.8
dodeca-1 172.6 173.2
2 34.5 34.4
12 14.3 14.3

3Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. "Abreviaciones: Ram = ramnosa; Gluc = glucosa; Jal =
acido 11-hidroxyhexadecanoico; mba = acido 2-metilbutanoilo; dodeca = éacido dodecanoico.
“Ester metilico®
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Figura 66. Espectros de RMN *H de los compuestos 1-5.

104



Resultados y Discusion

3

4
5

T T T T T 17 7 7 17 " 1T 7 1T "1 - 1T 7 17T 7 1T 71
PPM 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100

Figura 67. Espectros de RMN **C de los compuestos 1-5.
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6.3.3 Elucidacién estructural de las murucoidinas IV (6), V (7), XI (8), XVII (9) e
intrapilosina I (10).

La elucidacion estructural de los compuestos 6-10 se realizé de la misma manera
que en el caso de los compuestos 1-5, lograndose identificar como nucleo oligosacéarido de
los compuestos 6-10 al é&cido operculinico A (Figura 16, seccion 2.4.5 de los
Antecedentes). De la misma manera que para los compuestos anteriores, se pudo observar
en el espectro de RMN *H de los compuesto 6-10 (Figura 73, pag. 114) la sefial
caracteristica (tq) para el proton H-2 del acido 2-metilbutanoico centrado en 2.48 ppm. En
el caso del compuesto 8, ademas de la sefial del &cido metilbutanoico, se observa un triplete
en 2.42 ppm caracteristico de los &cidos alifaticos de cadena larga; para los compuestos 9 y
10, se observaron un par de dobletes centrados en 6.56 y 7.84 ppm y dos multipletes a 7.32

(2H) y 7.44 ppm sefiales caracteristicas del acido cinamico.

En los espectros de RMN *3C de los compuestos 6-10 (Figura 74, pag. 115) aparece
una sefial a 62.8 ppm, la cual corresponde al carbono del grupo hidroximetileno de una
hexosa y tres sefiales entre 175-176 ppm para los compuestos 6-8. En el caso de los
compuestos 9 y 10, ademas de las tres sefiales entre 175-176, aparece una sefial a 166 ppm,
estas sefiales corresponden a los carbonos de los grupos carbonilos de los acidos que se
encuentran acilando la porcion glicosidica y al carbonilo de la lactona macrociclica de la
aglicona. La asignacion de las sefiales de RMN 'H y *C (cuadros 27 y 28) de los
compuestos 6-10 se inicid localizando en el espectro heteronuclear HSQC los carbonos
anoméricos y sus correspondientes protones. En la Figura 68 se ilustran las correlaciones

anomeéricas del compuesto 8.
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Figura 68. Seccion anomérica del espectro HSQC del compuesto 8.

Como se ilustra en la Figura 68, los compuestos de esta serie (6-10) difieren de los

compuestos descritos en las series anteriores en sus protones anomericos ya que en esta

serie se registraron dos constantes de acoplamientos grandes, a diferencia de los

compuestos anteriores (1-5) que solo registraron una constante de acoplamiento grande. Al

analizar las constantes de acoplamientos para los compuestos 6-10, se determind que los

compuestos estan constituidos por una unidad de glucosa, una de fucosa y tres de ramnosa.

Los dobletes de los protones anoméricos que registraron la constante de acoplamiento

grande (J = 7.5 Hz) correspondieron a la presencia de una unidad de glucosa y una de

fucosa; y los dobletes de los protones anoméricos que registraron la constante de
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acoplamiento pequefia (J = 1.5 Hz) a las ramnosas. Con los experimentos bidimensionales
COSY y TOCSY, se asignaron los metinos para cada unidad monosacarida (Figura 69,
compuesto 8). La secuencia de glicosidacion se asigné mediante las correlaciones *H-*C
observadas en el espectro HMBC en la regién oligosacéarida, entre los protones anoméricos
con los carbonos de las unidades sacaridas vecinales. La Figura 70 ilustra las conectividades
en el compuesto 8, para tres unidades de monosacarido de las cinco que forman la cadena

oligosacérida de este compuesto.

6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 ppm

Figura 69. Seccion de la porcion oligosacérida del espectro COSY del compuesto 8 en
donde se ilustran las conectividades para la ramnosa interna (Ram).
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Figura 70. Seccion del espectro HMBC para la region oligosacarida del compuesto 8 en
donde se ilustran las conectividades entre los protones anoméricos de las tres ramnosas.

En la Figura 70 se ilustran las correlaciones entre el proton H-1 de la ramnosa
centrada en 6.35 ppm con el C-2 de la fucosa a 73.5 ppm, la resonancia de la ramnosa en
6.21 ppm con el C-4 (78.6 ppm) de la ramnosa cuyo protdn anomeérico es 5.63 ppm y entre
la ramnosa a 5.63 ppm con el C-4 (76.5 ppm) de la ramnosa cuyo protén anomérico es 6.35
ppm. Estas correlaciones (3Jc.n) permitieron confirmar la secuencia de glicosidacion.*”
Establecida la secuencia de glicosidacién, se procedié a la asignacién de los carbonilos

mediante la correlacion observada en el espectro HMBC a partir de sus acoplamientos con
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los hidrégenos (2Jc.+) del metileno de la aglicona (H-2, 2.28) y los protones H-2 de cada
uno de los residuos acilos (Figura 71, compuesto 8). De este analisis pudimos deducir para
el compuesto 8 que el carbono en 174.6 ppm pertenece al carbonilo de la aglicona (&cido
jalapindlico), el de 176.3 ppm al &cido 2-metilbutanoico y el de 173.5 ppm al &cido de

cadena alifatica.
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Figura 71. Seccion del espectro HMBC del compuesto 8 donde se ilustran las correlaciones
entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con los hidrégenos del
metileno o al carbonilo.

Los sitios de acilacién se dedujeron a partir de las correlaciones *H-"*C en el
experimento HMBC, entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los acidos con las
sefiales protonicas geminales a estos grupos (‘Jen). La Figura 72 ilustra estas
conectividades para el compuesto 8 en donde la interaccién entre el H-3 de la ramnosa
interna (Ram, 5.66 ppm) con el C-1 de la aglicona (174.6 ppm) permiti6 identificar el sitio
de lactonizacion. También, se observaron las conectividades entre los carbonos C-1 de los
acidos (173.5y 176.3) con los hidrdgenos de los metinos en las posiciones H-2 (Ram’, 6.00

ppm) y H-4 (Ram", 5.73 ppm), respectivamente.

110



Resultados y Discusion

4%
O
o
I
o
I
e} I
2
2
0]
c
o
e ///////////g
¥
A
3
-
[o%]

_/
£173.0
dodeca C-1 —————e™ L1735
=
§ L 174.0
<
Jal C-1 == L1745
=z
P
= L175.0
F
5 -175.5
£
g
> L 176.0
mba C-1 ————
= L1765
= L177.0
‘3:-

6.00 595 5.90 5.85 5.80 5.75 5.70 5.65 ppm

Figura 72. Seccion del espectro HMBC del compuesto 8 donde se ilustran las correlaciones
entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con las sefiales protdnicas
geminales a estos grupos.

De este modo se logro realizar la elucidacion estructural de los compuestos 6-10.
Cabe mencionar que la diferencia de los desplazamientos de 'H de los metinos de la
posicion H-3 y H-2 de la ramnosa interna superior (Ram) en los compuestos 7-9 con
respecto a los compuestos 6 y 10, se debe a la posicion de lactonizacion que ocurre en la
posicion C-3 para los compuesto 7-9 y en C-2 para los compuestos 6 y 10. Las constantes

espectroscopicas del compuesto 10 coinciden con las reportadas en la literatura.®*

111



Resultados y Discusion

Cuadro 27. Desplazamientos quimicos en la RMN *H de las murucoidinas I1V-V (6-7), XI (8)

y XVII (9).a
Proton® scido 6 7 8 9
operculinico A
Fuc-1 4.77d (7.9) 4.68d (7.5) 4.82d (7.9) 4.82 d (8.0) 4.82d (7.5)
2 4.47 dd (7.9, 9.5) 412 dd (7.5, 9.4) 4.50 dd (7.9, 9.4) 4.52 dd (8.0, 9.5) 4.50 dd (7.5, 9.5)
3 4.12 dd (3.4, 9.5) 4,00 dd (3.0, 9.4) 4.19dd (2.9, 9.4) 4.19* dd (3.0, 9.5) 4.20dd (2.5, 9.5)
4 3.93d (3.4) 3.93d (3.0) 3.90 * 3.90m 3.90%
5 3.78q (6.4) 3.72.dq (0.5, 6.3) 3.82 dq (0.5, 6.3) 3.83 (6.5) 3.81 dq (1.0, 6.5)
6a 1.51d (6.4) 1.48d (6.3) 1.50 d (6.3) 1.52 d (6.5) 1.52d (6.5)
Ram-1 6.20d (1.5) 5.48 sa 6.34d (1.3) 6.35d (1.5) 6.32.d (1.0)
4.65 dd (1.5, 3.4) 5.90 dd (1.0, 2.5) 5.22s5a 5.25sa 5.20 dd (1.0, 2.5)

459dd (3.4,9.2)
4.20dd (9.2, 9.2)

4.97 dd (2.5, 9.5)
4.14 dd (9.4, 9.5)

5.64 dd (2.7, 9.8)
4.66dd (9.7, 9.7)

5.66 dd (3.0, 10.0)
4.681(10.0, 10.0)

5.66 dd (3.0, 10.0)
4.671(9.5,9.5)

4.84dq (6.1,9.2) 4.45 dq (6.0, 9.5) 4.88sa 4.95sa 4.99 dq (6.0, 9.5)
159 d (6.1) 1.62 d (6.0) 1.60 d (6.1) 159 d (6.0) 1.59 d (6.0)
am'-1 5.86 d (1.8) 582d (1.0) 558d (1.3) 563d (15) 557d(L5)

5.14 dd (1.8, 3.0)
470 dd (3.0, 9.1)
4.47dd (9.1, 9.1)
438dq (9.1, 6.1)

6.30d (1.0, 3.0)

4.70dd (3.0,9.2)
4.27dd (9.2, 9.4)
4.36dq (6.1, 9.4)

6.00 dd (1.6, 3.3)
456 dd (3.4, 9.0)
4.23dd (9.2, 9.2)
4.32dq (6.2,9.2)

6.00 dd (1.5, 3.5)
4.63dd (3.5, 9.0)
4.35dd (9.5, 9.5)
4.31dq (6.0, 9.5)

6.03 dd (L5, 3.5)
4.63dd (3.5,9.0)
4.26 (9.5, 9.5)

4.39.dq (6.0, 9.5)

1.58d (6.1) 1.64d (6.1) 156 d (6.2) 1.62 d (6.0) 1.62 d (6.0)
6.17 d (1.5) 6.18 d (1.3) 6.16 d (1.7) 6.21d (2.0) 6.20d (L5)
4.86 dd (1.5, 3.5) 4.92sa 4.88sa 4.89 dd (2.0, 3.0) 5.14.dd (1.5, 3.0)

4.40dd (3.5,9.2)
420dd (9.2,9.2)
4.28dq (6.1,9.2)

452dd (3.3,9.2)
5.74dd (9.3, 9.4)
4.36dq (6.5, 9.4)

4.43dd (3.2,9.5)
5.72dd (9.3, 9.3)
4.32 dq (6.6, 9.0)

4.45dd (3.0, 9.0)
5.73(9.0, 9.0)
4.37 dq (6.0, 9.5)

5.88 dd (3.0, 9.5)
6.02t (9.5, 9.5)
4.45dq (6.5, 9.5)

1.56 d (6.1) 1.40 d (6.5) 1.38d (6.3) 1.40 d (6.0) 1.43d (6.5)

luc-1 520d (7.7) 5.02d (7.7) 5.05d (7.6) 5.09d (7.5) 5.00d (7.5)
3.98dd (7.7, 8.8) 3.90 dd (8.0, 8.8) 3.90 * 3.96 (7.5, 9.0) 3.87dd (7.5, 8.8)
4.16 dd (8.8, 8.8) 4.00* 4.12dd (8.8, 8.9) 4.14 *dd (9.0, 9.0) 4.12dd (8.5, 9.0)
4.08dd (8.8,8.8) 4.00* 4.14dd (8.8, 9.1) 4.14*dd (9.0, 9.0) 4.14.dd (8.5, 9.0)
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3.94*

3.73ddd (2.4, 5.8, 8.4)

3.84 ddd (3.4, 6.0, 9.0)

3.88 ddd (3.0,6.0, 9.0)

3.84 ddd (2.5, 5.5,8.0)

6a 4.26 dd (6.1, 11.9) 4.02 dd (5.9, 12.0) 4.31dd (6.1, 12.3) 4.39dd (5.5, 12.0) 4.35dd (5.0, 11.0)
6b 4.51dd (2.4, 11.9) 4.35dd (2.4, 12.0) 4.44 dd (3.0, 12.0) 4.48 dd (3.0, 12.0) 4.46 dd (3.0, 12.5)
Jal-2a 2.33t(7.4) 2.25ddd (3.8, 7.9, 14.6) 2.23ddd (2.8,7.2,14.6) 2.28ddd (3.0,7.8,13.0) 2.26ddd (2.8, 7.0, 15.0)
2b 2.42dd (3.9, 14.6) 2.55dd (3.2, 14.6) 2.70dd (2.5, 13.0) 2.58 dd (2.8, 15.0)
11 3.97m 381m 3.88m 3.87m 3.90*

16 0.921(7.0) 0.85t(7.0) 0.90t(7.5) 0.941(7.0) 0.96 1 (7.0)

OCH, 3.62s

mba-2 2.391q (6.9, 7.0) 2.441q (6.9, 7.0) 2.50tq(7.0,7.0) 2.451tq(7.0,7.0)
4 1.01d (7.0) 1.10d (6.9) 1.20d (7.0) 1.13d (7.0)

5 0.77t(7.4) 0.83t(7.4) 0.931(7.0) 0.84t(7.5)
mba'-2 2.50tq (6.9, 7.0) 2.481q (6.9, 7.0) 2.451tq(7.0,7.0)
4 1.19d (7.0) 1.18d (7.0) 1.11d(7.0)

5 0.921(7.4) 0.92t(7.4) 0.811(7.5)
dodeca-2a 2.421t(7.5)

12 0.871(7.5)

cna-2 6.56 d (16.0)

3 7.84 d (16.0)

2' 7.32m

3 744 m

4 732 m

®Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. sa = singulete ancho, d =
doblete, t = triplete, m = multiplete, dq = doblete cuarteteado, sept = septuplete. "Abreviaciones: Fuc = fucosa: Ram = ramnosa; Gluc = glucosa; Jal
= 4cido 11-hidroxyhexadecanoico; mba = 4cido 2-metilbutanoico; dodeca = acido dodecanoico, cna = 4cido cinamico. °Ester metilico.*®
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Cuadro 28. Desplazamientos quimicos en la RMN **C de las murucoidinas 1V-V (6-7), XI

(8) y XVII (9).2

Carbono® acido operculinico A° 6 7 8 9
Fuc-1 101.2 104.3 101.5 101.5 101.5
2 75.3 80.0 73.6 735 73.6
3 76.5 73.4 76.6 76.5 76.5
4 73.4 72.9 73.6 735 73.6
5 71.2 70.8 71.3 71.2 71.2
6 17.1 17.3 17.2 17.2 17.2
Ram-1 101.5 98.5 100.1 100.1 100.0
2 72.7 73.6 70.0 69.9 70.0
3 72.6 69.4 78.3 77.9 78.0
4 82.3 81.4 75.7 76.5 76.0
5 67.6 68.9 68.0 68.0 68.0
6 18.7 19.1 19.2 19.2 19.2
Ram'-1 103.3 100.0 99.1 99.3 99.2
2 71.9 73.0 72.2 72.3 72.3
3 82.7 80.2 80.2 80.2 80.1
4 78.6 78.9 78.8 78.6 79.1
5 68.5 68.2 68.1 67.9 68.1
6 18.9 18.9 18.7 18.7 18.8
Ram™-1 103.0 103.3 103.4 103.4 103.4
2 724 725 72.4 72.3 69.9
3 72.8 70.3 70.2 70.2 72.8
4 73.9 75.2 75.2 75.2 717
5 70.4 68.4 68.1 68.1 68.2
6 18.3 18.0 18.0 18.0 17.9
Gluc-1 105.4 105.5 105.1 104.8 105.1
2 75.0 75.2 75.2 75.2 75.2
3 78.4 78.5 78.1 78.5 78.2
4 71.6 715 70.8 70.7 70.8
5 78.4 78.0 77.8 79.5 7T
6 62.9 62.9 62.6 62.5 62.5
Jal-1 173.1 174.4 174.6 174.4
2a 34.2 34.3 34.1 34.5
11 82.3 79.5 79.5 79.5
16 14.3 14.5 14.4 14.5
mba-1 176.3 176.1 176.3 175.9
2 41.2 413 415 413
2-Me 16.6 16.8 16.9 16.9
3-Me 11.4 11.6 11.7 11.8
mba'-1 176.3 176.3 176.1
2 415 415 415
2-Me 17.0 17.0 16.7
3-Me 11.8 11.7 11.6
dodeca-1 1735
2 345
12 14.3
cha-1 166.1
2 118.6
3 145.2
1 134.7
o1 129.2
3 128.5
4 130.7

3Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. Abreviaciones: Fuc = fucosa: Ram = ramnosa; Gluc = glucosa; Jal = 4cido 11-
hidroxyhexadecanoico; mba = cido 2-metilbutanoico; dodeca = acido dodecanoico, cna = 4cido cinamico. °Ester metilico.”®
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Figura 73. Espectros de RMN *H de los compuestos 6-10.
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Figura 74. Espectros de RMN *H de los compuestos 6-10.
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6.3.4 Elucidacion estructural de las murucoidinas XIV (11), XV (12) y XVI (13).

La elucidacion estructural de los compuestos 11-13, permitio identificar como
nucleo oligosacarido al é&cido operculinico C (Figura 8, seccion 2.3.4 de los
Antecedentes).** En los espectros de RMN *'H de los compuestos 11-13 (Figura 83,
pag.131) aparece la sefial caracteristica (tq) del protdbn H-2 del acido 2-metilbutanoico
centrada aproximadamente en 2.44 ppm. En el compuesto 11, a la vez se observé un par de
multipletes en forma de doblete de doblete de dobletes entre 2.27 y 2.38 ppm de la misma
manera que para los compuestos 4 y 5, seccion 6.3.2. Se observaron cuatro dobletes entre
1.35-1.71 ppm confirmando la presencia de las metilpentosas y las sefiales entre 2.14-2.45
ppm correspondiente a los dos protones no equivalentes del grupo metileno en posicion alfa

al grupo carbonilo de la aglicona.

En el espectro de RMN “*C (Figura 85, pag. 133) de los compuestos 11-13 aparecen
tres sefiales entre 175-176 ppm que corresponden a los carbonos de los grupos carbonilos
de los &cidos que se encuentran acilando y a la lactona que establece la aglicona. En los
cuadros 29 y 30 se indican los desplazamientos de RMN *H y **C de los compuestos 11-13.
La Figura 75 ilustra las correlaciones anoméricas del compuesto 12 y, como se puede
observar, las sefiales de los protones anoméricos de esta serie de compuestos son muy
parecidas a las sefiales de los compuestos 4 y 5. Con tres dobletes anoméricos de constante
de acoplamiento pequefia y un doblete anomérico de constante de acoplamiento grande. De
tal manera que la diferencia de los compuestos 4 y 5, con respecto a los compuestos 11-13,
se debe al intercambio de una unidad hexasacarida (glucosa) por una metilpentosa (fucosa),
respectivamente. En el caso de los compuestos 4 y 5, en el espectro de RMN *3C aparece
una sefial a 62.4 ppm para el hidroximetileno C-6 de una hexosa, sefial que no se observa

en los compuestos 11-13.

116



Resultados y Discusion

)%o
(o0 4
()

]

o) py)

I &

il
o]

/_?O
o

I

Ram" H-1

Fuc H-1

F 98.0
F 98.5
F 99.0

p
Q| — RamH-1
[

- 995
F100.0
F100.5
101.0
F101.5
F102.0
F102.5

3
|
:
:

I

Ram" C-1 F103.0
Ram' C-1 7 ‘ 0 103.5
104.0
Fuc C-1 .
F104.5

6.0 58 56 54 52 5.0 48 ppm

Y

A

Figura 75. Seccion anomérica del espectro HSQC del compuesto 12.

Del andlisis de la Figura 75 se logro obtener los protones anoméricos para el

compuesto 12, informacidn que se resume a continuacion:

Monosacarido | 'H-anomérico (ppm) | ©*C-anomérico (ppm)
Fucosa 4.73 104.2
Ramnosa 5.47 98.5
Ramnosa" 5.75 103.2
Ramnosa’ 6.16 103.3

117



Resultados y Discusion

En la Figura 76 se ilustran los cuadros de conectividad para la secuencia de H-H de
la ramnosa interna inferior (Ram') del compuesto 12, cuyo proton anomérico presenta un

desplazamiento quimico centrado en 6.16 ppm.

| |
—»I‘ﬂlJu'u—J J_«L_UQ_M_ "lM ur'-.Ju'LL

\JAM

- . -7.0

5 70 65 60 55 50 45 40 ppm

ﬂ JL&MJJJM

Figura 76. Seccion de la porcion oligosacérida del espectro COSY del compuesto 12 en donde
se ilustran las conectividades para la ramnosa externa (Ram’).

Los cuadros de conectividad se inician con los protones H-1 (anomérico) de cada
unidad sacérida, que se obtienen del analisis bidimensional del experimento HSQC. La
secuencia de glicosidacion se establecié mediante las correlaciones *H-*C observadas en el
espectro HMBC en la regién oligosacérida, entre los protones anémericos con los carbonos
de las unidades sacaridas vecinales. La Figura 77 ilustra estas conectividades para el

compuesto 12.
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Figura 77. Seccion de la region oligosacarida del compuesto 12 del espectro HMBC en
donde se ilustran las conectividades entre los protones anoméricos de tres monosacaridos
con el carbono de la unidad que participa en el enlace glicosidico.

La Figura 77 muestra las correlaciones entre el H-1 (5.47 ppm) de la ramnosa
interna superior (Ram), el H-1 (5.75 ppm) de la ramnosa externa (Ram™) y H-1 (6.16 ppm)
de la ramnosa interna inferior (Ram') con el C-2 (80.1 ppm) de la fucosa, C-4 (78.1) de la
ramnosa’ y C-4 (80.9 ppm) de la ramnosa, respectivamente. Establecida la secuencia de
glicosidacion, se procedio a la asignacion de los carbonilos mediante el espectro HMBC
(Figura 78, compuesto 12).
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Figura 78. Seccion del espectro HMBC del compuesto 12 donde se ilustran las
correlaciones entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con los
hidrégenos del metileno o al carbonilo.

De este analisis se pudo deducir para el compuesto 12 que el carbono a 173.0 ppm
pertenece al carbonilo de la aglicona (acido jalapindlico) y los de 176.0 y 176.3 ppm a los
dos residuos del &cido 2-metilbutanoico que esterifican al ndcleo oligosacarido. Los sitios
de acilacion se dedujeron a partir de las correlaciones *H-*3C en el experimento HMBC,
entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los acidos con las sefiales protonicas
geminales a estos grupos. La Figura 79 ilustra estas conectividades para el compuesto 12 en
donde la interaccion entre el H-2 de la ramnosa interna superior (Ram, 5.90 ppm) con el C-
1 de la aglicona (173.0 ppm) permitio identificar el sitio de lactonizacion. Al mismo
tiempo, se pudo observar las conectividades de los C-1 de los acidos (176.3 y 176.0) con
los hidrogenos de los metinos en las posiciones H-3 (Ram', 5.74 ppm) y H-4 (Ram", 5.79
ppm), respectivamente. De este modo, se determind la elucidaciéon estructural de los
compuestos 11-13. Cabe mencionar que la diferencia de los desplazamientos de H de los
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metinos de la posicion H-3 y H-2 de la ramnosa interna superior (Ram) en el compuesto
11 con respecto a los compuestos 12 y 13 se debe a la posicién de lactonizacion que ocurre

en la posicién C—3 para el compuesto 11 y en C—2 para los compuestos 12 y 13.

Ram' H-3
Ram" H-4

Ram H-2

Jal C-1 r173.0

r173.5

- 174.0

1745

- 175.0

r 175.5

mba C-1 - 176.0

mba' C-1

- 176.5

F177.0

T T T T T T
592 590 6588 58 584 582 58 578 576 574 ppm

Figura 79. Seccion del espectro HMBC del compuesto 12 donde se ilustran las
correlaciones entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con las sefiales
proténicas geminales a estos grupos.
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Cuadro 29. Desplazamientos quimicos en la RMN *H de las murucoidinas XIV-XVI (11-13).

Proton® acido . 11 12 13
operculinico C
Fuc-1 4.74d (7.9) 4.79d (7.5) 4.73d (7.5) 4.69 d (7.5)

4.46 dd (7.9, 9.4)
4.11 dd (3.4, 9.4)

4.54dd (7.5, 9.5)
4.19 dd (3.0, 9.4)

4.14 dd (7.5, 9.5)
4.07 dd (3.0, 9.5)

4.14 dd (7.5, 9.5)
4.00 dd (3.0, 9.5)

3.92d (3.4) 3.92% 3.97 sa 3.97m

3.76 ¢ (6.4) 3.82 dq (1.0, 6.5) 3.77 dq (1.0, 6.5) 3.72.dq (1.0, 6.5)

1.50 d (6.4) 1.52 d (6.5) 150 d (6.5) 150 d (6.5)
am-1  6.21d(1.2) 6.39 d (2.0) 5.47 d (2.0) 5.49 d (2.0)

4.63dd (1.2, 3.4)
4.58 dd (3.4, 9.1)

5.25 dd (2.0, 3.0)
5.66 dd (2.5, 9.5)

5.90 dd (2.0, 3.5)
5.00 dd (3.5, 9.5)

5.92 dd (2.0, 3.5)
4.99 dd (3.5, 9.5)

4.28dd (9.1,9.1) 4.71t(9.5) 4.221(9.5) 4.20t (9.5)
4.82dq (5.8,9.1) 5.08 dg (6.0,9.5) 4.45dq (9.5, 6.5) 4.45dq (6.5, 9.5)
156 d (5.8) 1.59.d (6.0) 1.63d (6.5) 1.64.d (6.5)
6.18 d (1.8) 5.89 d (1.5) 6.16 d (2.0) 6.01d (2.0)

4.74dd (1.8, 3.3)
453 dd (3.3, 8.9)
4.39 dd (8.9, 8.9)
4.32dq (8.9, 6.1)

4.70 dd (1.5, 3.0)
5.71 dd (3.0, 9.5)
4.56 1 (9.5, 9.5)

4.40 dq (6.0, 9.5)

4.87 dd (2.0, 3.0)
5.74 dd (3.0, 9.5)
4.58 (9.5, 9.5)

4.42 dq (6.5, 9.5)

5.95 dd (2.0, 3.5)
4.66 dd (3.5, 9.5)
4.241(9.5, 9.5)

4.38 dq (6.5, 9.5)

1.56 d (6.1) 1.58 d (6.0) 1.65 d (6.5) 1.71d (6.5)
am"-1  6.26d (15) 5.68 d (1.5) 5.75d (1.5) 6.13 d (1.5)
4.78dd (1.5,3.0) 4.46dd (1.5, 3.5) 453 sa 4.81sa

counbhwNngloaosrwngloaorwNny glooswd
)
3
R

4.43dd (3.0, 9.1)
4.23dd (9.1, 9.1)
4.32dq (6.1, 9.1)

4.38 dd (3.5, 9.5)
5.751 (9.5, 9.5)
4.30 dq (6.0, 9.5)

4.47 dd (3.0, 9.5)
5.791 (9.5, 9.5)
4.34 dq (6.5, 9.5)

4.55 dd (3.0, 9.5)
5,83t (9.5, 9.5)
4.43 dq (6.5, 9.5)

1.58 d (6.1) 1.35d (6.0) 1.35d (6.5) 1.44d (6.5)
Jal-2a 2.50t (7.3) 2.14ddd (3.5, 7.0, 12.0) 2.21ddd (3.7, 8.0,11.5) 2.22ddd (3.5, 7.0, 12.0)
2b 2.23ddd (3.5, 7.0, 12.0) 2.35ddd (3.7, 8.0, 11.5) 2.44ddd (3.5, 7.0, 12.0)
11 3.92* 3.92* 3.85m 3.84m
16 0.92t(6.8) 0.99t(7.0) 0.88t(7.5) 0.88 t (7.0)
mba-2 2.47 tq (7.0,7.0) 2.451q (7.0, 7.0) 2.401tq (7.0, 7.0)
2-Me 1.20d (7.0) 1.19d (7.0) 1.21d (7.0)
3-Me 0.92 t(7.5) 0.91t(7.5) 0.94 1t (7.5)
mba’-2 2.451q (7.0,7.0) 2.51tq(7.0,7.0)
2-Me 1.13d (7.0) 1.08 d (7.0)
3-Me 0.86 t (7.5) 0.85t(7.5)
dodeca-2a 2.27 ddd (7.0, 7.0, 15.0)
2b 2.38ddd (7.0, 7.0, 15.0)
12 0.88 t (7.5)

?Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. sa = singulete ancho, d =
doblete, t = triplete, m = multiplete, dq = doblete cuarteteado, sept = septuplete. "Abreviaciones: Fuc = fucosa: Ram = ramnosa; Jal = 4cido 11-
hidroxyhexadecanoico; mba = 4cido 2-metilbutanoico; dodeca = acido dodecanoico. “Ester metilico.*®
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Cuadro 30. Desplazamientos quimicos en la RMN **C de las murucoidinas XIV-XVI (11-13).2

Carbono® acido ] 11 12 13
operculinico C

Fuc-1 101.5 101.7 104.2 104.4
2 75.1 73.1 80.1 79.9
3 76.6 76.9 73.4 73.5
4 73.4 73.6 72.9 72.9
5 71.2 71.2 70.8 70.9
6a 17.2 17.2 17.3 17.4
Ram-1 101.5 100.3 98.5 98.6
2 72.7 69.7 73.9 73.7
3 73.2 78.9 70.2 69.9
4 80.6 76.1 80.9 80.8
5 67.2 67.4 68.7 68.7
6 19.0 19.3 19.3 19.3
Ram'-1 102.9 102.5 103.3 100.2
2 73.1 70.4 69.8 73.9
3 73.4 75.5 75.8 70.7
4 79.6 78.3 78.1 80.8
5 68.3 69.0 68.7 68.6
6 18.8 18.5 18.8 18.9
Ram"'-1 103.3 103.7 103.2 103.8
2 72.4 72.6 12.7 12.4
3 72.8 70.0 70.1 70.3
4 73.9 74.7 74.7 75.2
5 70.2 68.1 68.1 68.1
6 18.4 17.8 17.8 18.0
Jal-1 174.4 173.0 173.1
2a 34.6 34.2 34.3
11 79.8 82.4 82.4
16 14.6 14.3 14.3
mba-1 176.3 176.0 175.9
2 41.5 415 41.6
2-Me 17.0 16.9 16.7
3-Me 11.7 11.7 11.6
mba'-1 176.3 176.4
2 415 41.3
2-Me 16.8 17.1
3-Me 11.6 11.8
dodeca-1 172.6

2 34.4

12 14.3

3Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. "Abreviaciones: Fuc = fucosa: Ram = ramnosa; Jal = &cido 11-
hidroxyhexadecanoico; mba = &cido 2-metilbutanoico; dodeca = 4cido dodecanoico. °Ester metilico.*
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6.3.5 Elucidacion estructural de las murucoidinas I-111 (14-16), IX-X (17-18) y XVIII
(19), estoloniferina I (20) y pescapreina 111 (21).

La elucidacion estructural de los compuestos 14-21, permitio identificar como
ntcleo oligosacérido al acido siménico B (Figura 17, seccion 2.4.6 de los Antecedentes).®
En el espectro de RMN *H de los compuestos 14-21 (Figuras 83 y 84, pag. 131 y 132)
aparece la sefial caracteristica (tq) del proton H-2 del acido 2-metilbutanoico a 2.35 6 2.50
ppm. En el caso de los compuestos 15 y 17, ademas de la sefial del acido 2-metilbutanoico,
se observa un septuplete a 2.63 ppm caracteristico del acido metilpropanoico. En tanto que
para los compuesto 18 y 19, se observo un triplete centrado en 2.34 ppm caracteristico de
los 4cidos alifaticos de cadena larga.® Se observaron cinco dobletes entre 1.37-1.67
confirmando la presencia de cinco metilpentosas y las sefiales entre 2.22-240 ppm
correspondiente a los dos protones no equivalentes del grupo metileno en posicién alfa al

grupo carbonilo de la aglicona.

En los espectros de RMN “*C (Figuras 85 y 86, pag.133 y 134) de los compuestos
15-21 aparecen tres sefiales entre 173-176 ppm y dos sefiales entre 173-176 para el
compuesto 14, que corresponden a los carbonos de los grupos carbonilos de los acidos que
se encuentran acilando y al carbonilo de la lactona de la aglicona. En el caso del compuesto
18, se observaron dos carbonos de tipo metileno centrados en 38.4 y 38.3 ppm. Estos
desplazamientos no presentaban precedentes en la literatura para este tipo de compuestos,
por lo que se trataba de un acido novedoso presente como un grupo acilante del ndcleo
oligosacarido de esta resinas glicosidicas. La asignacion de las sefiales de RMN *H y *C
(cuadros 31-33) de los compuestos 14-21 se determind mediante el andlisis de los
experimentos bidimensionales HSQC, COSY, TOCSY y HMBC. En la Figura 80 se

ilustran las correlaciones anoméricas del compuesto 14.
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Figura 80. Seccion anomérica del espectro HSQC del compuesto 14.

Al analizar las constantes de acoplamientos para los compuestos 14-21, se
determind que los compuestos estaban constituidos por una unidad de fucosa y cuatro de
ramnosa. Los dobletes de los protones anoméricos registraron una constante de
acoplamiento grande (J = 7.5 Hz) y cuatro pequefias (J = 1.5 Hz), confirmando la
naturaleza del nlcleo glicosidico. La Figura 81 ilustra las correlaciones ‘H-"*C que

permitieron establecer la secuencia de glicosidacion para el compuesto 14.

125



Resultados y Discusion
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Figura 81. Seccidn de la region oligosacarida del compuesto 14 del espectro HMBC en
donde se ilustran las conectividades entre los protones anoméricos de cuatro monosacaridos
con el carbono de la unidad que participa en el enlace glicosidico.

Establecida la secuencia de glicosidacion, se procedié a la asignacion de los
carbonilos mediante la secuencia de pulsos HMBC. De este andlisis se logré deducir para el
compuesto 14 que el carbono en 173.1 ppm pertenece al carbonilo de la aglicona (&cido

jalapindlico) y el de 175.5 ppm al acido 2-metilbutanoico.

La Figura 82 ilustra las correlaciones ‘H-*C para el compuesto 14 en donde la

interaccion entre el H-2 de la ramnosa interna superior (Ram, 5.95 ppm) con el C-1 de la
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aglicona (173.1 ppm) permitié identificar el sitio de lactonizacion. Al igual que se pudo
observar la conectividad del C-1 del acido 2-metilbutanoico (176.5 ppm) con el hidrégeno
del metino en la posicion H-2 (Ram', 5.97 ppm). De esta manera, se determing la estructura
de los compuestos 14-21. Cabe mencionar que la diferencia en los desplazamientos de *H
entre los metinos de la posicion H-3 y H-2 de la ramnosa interna superior (Ram) en los
compuestos 17, 18, 20 y 21 con respecto a los compuestos 14-16 y 19 se debe a la posicion

de lactonizacidn ya que ésta ocurre en la posicion C—3 para los compuestos 17, 18, 20 y 21

y en C-2 para los compuestos 14-16 y 19. Las constantes espectroscépicas de los
61,66

compuestos 20 y 21 concuerdan con las reportadas en la literatura.

Ram" H-2 Ram H-2

F172.0
1725
F173.0

A
\M‘/ F173.5

F174.0

Jal C-1

F174.5

F175.0

mba C-1 F175.5

F176.0

6.02 6.00 5.98 5.96 5.94 592 ppm
Figura 82. Seccién del espectro HMBC del compuesto 14 donde se ilustran las

correlaciones entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con las sefiales
protonicas geminales a estos grupos.
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Cuadro 31. Desplazamientos quimicos en la RMN *H de las murucoidinas I-111 (14-16).?

Proton”

4cido simonico B®

14

15

16

n
c
N
[REY

4.80d (7.9)
4.00 dd (7.9, 9.5)
4.16 dd (9.5, 3.4)

4.74d (7.5)
4.16 dd (7.5, 9.0)
4.08 dd (3.5, 9.5)

4.73d (7.5)
4.16 dd (7.5, 9.5)
4.07 dd (3.0, 9.0)

4.70d (7.4)
4.14.dd (7.4, 9.5)
4.04.dd (3.5, 9.5)

4.65 dd (3.4, 9.5)
4.31dd (9.5, 9.5)
4.88dq (6.1, 9.5)
158 d (6.1)

5.01 dd (3.0, 9.5)
4.22.dd (9.5, 9.5)
4.44.dq (6.5, 9.5)
1.58 d (6.5)

5.02 dd (3.5, 9.0)
4.22.dd (9.0, 9.0)
4.42 dq (6.5, 9.0)
1.62 d (6.0)

3.94d (3.4) 4.00d (3.5) 3.99d (3.0) 3.96 d (3.5)

3.80 q sa(6.4) 3.78dq (0.5, 6.5) 3.77dq (1.0, 6.5) 3.74dq (0.7, 6.2)

1.52d (6.4) 1.52 d (6.0) 1.51 d (6.0) 1.48 d (6.2)
am-1 6.25 sa 5.48d (L.5) 5.48d (L.5) 5.45d (1.6)

4.64% 5.95 dd (1.5, 3.0) 5.95 dd (1.5; 3.5) 5.92 dd (1.6, 3.3)

4.98 dd (3.3, 9.5)
4.18 dd (9.5, 9.5)
4.40 dq (6.2, 9.5)
1.58 d (6.2)

6.19 d (1.5)

4.88 dd (1.5, 2.0)
4.56 dd (2.0, 8.9)
4.48 dd (8.9, 8.9)
4.33 dq (6.4, 8.9)

6.11d (1.5)

5.97 dd (1.5, 3.0)
4.60 dd (3.0, 9.0)
4.27 dd (9.0, 9.0)
4.31dq (6.0, 9.0)

6.12d (1.5)

5.97 dd (1.5, 3.0)
4.61 dd (3.0, 9.0)
4.25 dd (9.0, 9.0)
4.38 dq (6.0, 9.5)

6.08d (1.7)

5.94 dd (1.7, 3.0)
4.58 dd (3.0, 9.0)
4.24 dd (9.0, 9.0)
4.32 dq (6.0, 9.0)

455 dd (3.4, 9.5)
4.25 dd (9.5, 9.5)
4.74 dq (6.1, 9.5)

4.46 dd (4.0, 9.0)
4.30 dd (9.0, 9.0)
4.37 dq (6.0, 9.0)

4.50 dd (2.5, 9.5)
5.81 dd (9.5, 9.5)
4.36 dq (6.0, 9.5)

1.56 d (6.4) 1.63 d (6.0) 1.66 d (6.0) 1.62 d (6.0)
am"-1  569sa 5.92d (1.0) 5.89 sa 5.86d (1.0)
4.89dd (1.0,3.4) 4.75dd (1.0, 4.0) 4.72d (2.5) 4.68 dd (1.0; 3.0)

4.45 dd (3.0, 9.6)
5.78 dd (9.6, 9.6)
4.35 dq (6.0, 9.6)

counbhwNngloonsrwNndgloaosrwNdglooswNn gloaswN

4.37dd (3.4,9.2)
4.22.dd (9.2, 9.8)
4.34dq (6.4, 9.8)

4.42dd (2.5, 9.0)
4.26 dd (9.0, 9.0)
4.31dq (6.0, 9.0)

4.41dd (2.5, 8.5)
4.27.dd (8.5, 9.0)
4.24dq (6.0, 9.5)

1.62d (6.1) 1.66 d (6.0) 1.39 d (6.0) 1.37 d (6.0)
am™-1 5.69sa 5.66d (1.5) 5.64d (L5) 5.60 d (1.5)
4.69dd (1.0,3.4) 4.89dd (1.5, 2.5) 4.84 sa 4.80 dd (1.5, 2.5)

4.38dd (3.0, 8.9)
4.21dd (8.9, 9.4)
4.19dq (6.0, 9.4)

1.56 d (6.4) 1.56 d (6.0) 1.56 d (6.0) 1.53d (6.0)
Jal-2a 250t (7.3) 2.22 ddd (4.0, 8.0, 13.5) 2.23ddd (4.0, 8.5,12.5) 2.21ddd (3.9, 8.2, 14.2)
2b 2.38 ddd (4.0, 8.0, 13.5)  2.37 ddd (4.0, 8.5, 12.5) 2.37 ddd (3.9, 8.2, 14.2)
11 4.00 sa 3.86m 3.85m 3.83m
16 0.931(7.3) 0.881(7.0) 0.881(7.0) 0.851(7.0)
mba-2 2.35tq (7.0, 7.0) 2.35tq (7.0, 7.0) 2.321q (7.1, 7.0)
2-Me 1.06 d (7.0) 1.07d (7.0) 1.04d (7.0)
3-Me 0.841(7.5) 0.851(7.0) 0.821(7.4)
mba’'-2 2.471q(7.0,7.0)
2-Me 1.18d (7.0)
3-Me 0.91t(7.4)
iba-2 2.63 sept (7.0)
3 1.19d (7.0)
3 1.17.d (7.0)

?Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. sa = singulete
ancho, d = doblete, t = triplete, m = multiplete, dg = doblete cuarteteado, sept = septuplete. *Abreviaciones: Fuc = fucosa; Ram = ramnosa;
Jal = 4cido 11-hidroxyhexadecanoico; mba = 4cido 2-metilbutanoico; iba = metilpropanoic; dodeca = acido dodecanoico. ‘Ester metilico.®®
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Cuadro 32. Desplazamientos quimicos en la RMN *H de las murucoidinas 1X-X (17-18) y

XVIII (19).2
Proton® 17 18 19
Fuc-1 4.82 d (8.0) 4.82d (7.5) 4.80 d (8.0)
2 453 dd (8.0, 9.5) 453 dd (7.5, 9.5) 4.51dd (8.0, 9.5)
3 4.20 dd (4.0, 9.5) 4.20 dd (3.5, 9.5) 4.16 dd (3.0, 9.5)
4 3.92sa 3.92d (3.5) 391sa
5 3.82.dq (0.5, 6.5) 3.82.dq (0.7, 6.5) 3.81dq (1.0, 6.5)
6a 1.52d (6.5) 1.53d (6.5) 1.52d (6.5)
Ram-1 6.35d (1.5) 6.35d (1.5) 6.32d (1.5)
5.32 dd (1.5, 2.5) 5.32 dd (1.5, 3.0) 5.29 dd (1.5, 3.0)
5.60 dd (2.5, 9.8) 5.61 dd (3.0, 9.5) 5.59 dd (3.0, 9.5)
4.65 dd (9.8, 9.8) 4.64 dd (9.5, 9.5) 4.621t(9.5)
5.00 dq (6.0, 9.8) 5.03 dq (6.0, 9.8) 4.99 dd (6.0, 9.5)
1.57 d (6.0) 1.58 d (6.0) 1.57 d (6.0)
am'-1 5.60 d (2.0) 5.66 d (1.5) 5.64 d (1.5)
5.78 dd (2.0, 3.0) 5.82 dd (1.5, 3.5) 5.81dd (1.5, 3.0)
4.50 (3.0, 9.0) 452 dd (3.5, 9.5) 4.49 dd (3.0, 9.5)

4.23 dd (9.0, 9.5)
4.33 dq (6.0, 9.5)

4.25 dd (9.5, 9.5)
4.34 dq (6.0, 9.5)

4.21 dd (9.5, 9.5)
4.31 dq (6.5, 9.5)

1.59.d (6.0) 1.60 d (6.0) 1.59d (6.5)

5.88 d (1.5) 5.92sa 5.89 sa

4.63 sa 4.63 dd (1.5, 3.5) 4.64 dd (1.5, 3.5)

4.42 dd (3.0, 9.5) 4.41dd (3.5, 9.5) 4.41 sa

5.80t (9.5) 578t (9.5) 5.76 t (9.5)

4.36 dq (6.0, 9.5) 4.36 dq (6.0, 9.5) 4.33dq (6.0, 9.5)

1.39 d (6.0) 1.39 d (6.0) 1.39.d (6.0)
am'"-1 557 d (L.5) 557 d (1.0) 5.55d (1.5)

4.80 sa 4.79dd (1.0, 3.0) 476 sa

ounsrwnNnglovrwrvgloonrwy gloorw™
;n
3—
E
(BN

4.46 dd (3.0, 9.5)
4.26*m
4.26%m

1.70 d (6.0)

4.52dd (3.5, 9.5)
4.23dd (9.5, 9.5)
4.30dq (6.0, 9.5)
1.71d (6.0)

4.38dd (3.5, 9.5)
4.25dd (9.5, 9.5)
4.28 dq (6.5, 9.5)
1.69.d (6.5)

Jal-2a 2.24 ddd (3.5, 7.9,12.5) 2.27 ddd (2.8,8.0,11.5) 2.24 ddd (2.5, 6.5, 15.0)
2b 2.83ddd (3.5, 7.9, 12.5) 2.92ddd (2.8, 8.0, 11 .5) 2.92 ddd (2.5, 6.5, 15.0)
11 3.88m 3.87m 3.87m

16 0.93t(7.0) 0.95t (7.0 0.84t (7.0)

mba-2 2.481q (7.0, 7.0) 2.50tq (7.0, 7.0) 2.50tq (7.0)

2-Me 1.21d (7.0) 1.21d (7.0 1.20d (7.0)

3-Me 0.94t(7.5) 0.94t(7.5) 0.94t (7.5)

iba-2 2.54 sept (7.0, 7.0)

3 1.12d (7.0)

3 1.17.d (7.0)

octa-2 2.341(7.0)

8 0.95t (7.0)
8-Hidroxidodeca-2a 2.351(7.5)

12 0.84t(7.0)

?Datos registrados a 500 MHz en CsDsN. *Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. sa
= singulete ancho, d = doblete, t = triplete, m = multiplete, dq = doblete cuarteteado, sept = septuplete. *Abreviaciones: Fuc
= fucosa: Ram = ramnosa; Jal = acido 11-hidroxyhexadecanoico; mba = acido 2-metilbutanoico; iba = metilpropanoico;
octa = &cido octanoico; 8-hidroxidodeca = acido 8-hidroxidodecanoico.
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Cuadro 33. Desplazamientos quimicos en la RMN *3C de las murucoidinas I-111 (14-16),

IX-X (17-18) y XVIII (19).2

carbona® cido simonico B° 14 15 16 17 18 19
Fuc-1 101.2 1043 1043 1042 1016  101.6 101.6
2 74.9 80.2 80.3 80.2 734 734 734
3 76.7 73.3 73.3 73.4 76.7 76.7 76.6
4 735 72.9 73.1 73.3 73.6 73.6 735
5 712 70.8 70.8 70.8 713 71.3 71.2
6a 17.2 17.4 17.4 17.3 17.2 17.2 17.2
Ram-1 101.4 98.8 98.8 98.7 100.3  100.3 100.2
2 73.2 73.9 73.9 73.9 69.8 69.8 69.7
3 72.7 69.9 69.9 69.9 77.9 77.8 77.8
4 80.2 79.9 79.9 79.9 77.4 78.0 77.9
5 67.1 68.6 68.6 68.6 67.9 67.9 67.9
6 18.9 19.4 19.5 19.4 19.2 19.2 19.2
Ram’'-1 102.9 99.2 99.2 99.2 99.1 99.2 99.2
2 72.0 73.1 73.1 72.9 72.8 73.0 73.0
3 82.6 79.6 79.6 79.5 79.8 80.2 80.2
4 78.7 79.9 80.1 80.1 79.4 79.2 79.2
5 68.7 68.5 68.2 68.2 68.4 68.3 68.3
6 18.3 18.7 18.8 18.8 18.8 18.8 18.7
Ram"-1 103.3 103.9 103.8 1038 1039  103.7 103.6
2 727 728 727 72.7 72.6 72.6 72.6
3 728 72.7 70.2 70.2 70.2 70.2 70.2
4 74.0 73.9 74.9 74.7 74.8 74.8 74.8
5 70.4 70.8 68.5 68.5 68.2 68.2 68.1
6 18.6 18.3 17.8 17.8 17.9 17.9 17.9
Ram''-1 104.5 104.9 104.9 1048 1044 1043 104.3
2 727 725 725 725 72.6 72.7 72,5
3 72.8 72.6 726 72.6 72.6 725 72.6
4 73.7 735 735 73.4 73.6 73.7 73.7
5 70.1 68.7 705 70.5 70.7 70.8 70.8
6 18.6 18.5 185 18.5 18.8 18.8 18.8
Jal-1 174.1 173.1 173.7 1731 1748 1749 174.9
2 34.2 343 34.3 33.8 33.7 33.7
11 78.0 82.3 82.3 82.3 79.4 79.3 79.3
16 14.4 143 14.3 14.3 14.4 14.4 14.4
OCH, 49.7
mba-1 1755 1755 1755 1763  176.3
2 415 415 41.4 41.6 41.6
2-Me 16.8 16.8 16.8 17.0 17.0
3-Me 11.8 11.8 117 11.8 118
mba’-1 176.3 176.3
2 415 41.6
2-Me 16.9 17.0
3-Me 11.7 11.8
iba-1 176.7 176.0
2 345 34.2
3 19.3 19.1
3 19.1 19.1
octa-1 172.9
2 344
8 14.2
8-Hidroxidodeca-1 172.9
2 344
12 14.3
6 38.3
7 38.4

3Datos registrados a 125 MHz en CsDsN. "Abreviaciones: Fuc = fucosa: Ram = ramnosa; Jal = &cido 11-
hidroxyhexadecanoico; mba = 4cido 2-metilbutanoico; iba = metilpropanoico; octa = acido octanoico; 8-
hidroxidodeca = 4cido 8-hidroxidodecanoico. °Ester metilico.®®
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Figuro 83. Espectros de RMN *H de los compuestos 11-15.
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Figura 86. Espectros de RMN **C de los compuestos 16-21.
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6.4 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 polisacaridos 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.

La espectrometria de masas en la modalidad FAB (modo negativo) fue
particularmente Util para determinar los pesos moleculares de los glicolipidos 1-21. En cada
uno de los espectros se observaron los picos comunes provocados por las rupturas
glicosidicas. Al analizar las diferencias de peso que hay entre cada uno de los iones quasi-
moleculares [M — 1] y los fragmentos de mayor peso formados por las eliminaciones de los
grupos acilos se establecieron las unidades sacéaridas esterificadas y sus respectivos

sustituyentes.®

6.4.1 Espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de las murucoidinas VI
(1), VII (2) y VI (3)

Estas murucoidinas poseen el nlcleo del &cido simonico A, el cual est4 constituido
por una unidad de glucosa y cuatro de ramnosa. La Figura 87 ilustra el patron de
fragmentacion caracteristico que sufren estos compuestos, i.e. los iones de m/z 271, 433 y
561. El fragmento de m/z 433 presenta una diferencia de 18 unidades de masa (H,O) con
respecto al ion quasi-molecular 451 del acido glicosidico, indicando que la esterificacion

intramolecular por la aglicona se sit(ia en la unidad de ramnosa interna superior (Ram).>®
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Figura 87. Patron de fragmentacion de los glicolipidos 1-5.

La espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina VI
mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1265 (Figura 88). Su férmula molecular se
establecio como Cg3H109025. Se observaron los picos comunes de fragmentacion provocados
por las rupturas de los enlaces glicosidicos (m/z 853, 561, 433 y 271) confirmando la
ubicacién de la esterificacion intramolecular del nicleo oligosacéarido en la unidad de
ramnosa interna superior (Ram). La murucoidina VI (1) presentd dos residuos acilando al
nucleo oligosacarido, los &cidos 2-metilbutanoico y dodecanoico. El fragmento A de m/z
1181 [M — H — CsHgO] ™ corresponde a la pérdida del residuo 2-metilbutanoico con una
diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1265. En
tanto que el fragmento B de m/z 1083 [M — H — C12H2,0] corresponde a la pérdida del
residuo dodecanoico con una diferencia de 182 unidades con respecto al ion quasi-
molecular. El analisis del total de las fragmentaciones registradas para este compuesto se

resume en la seccion 6.2.3 (Cuadro 17).
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Figura 88. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina VI (1).

La espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina VII
(2) mostro un ion pseudomolecular de m/z 1153 [M - H]™ (Figura 89). Su formula molecular
se establecié como CssHg30,5. También, se observaron los picos comunes de fragmentacion
provocados por las rupturas de los enlaces glicosidicos (m/z 937, 791, 561, 433 y 271)
confirmando la ubicacion de la esterificacion intramolecular en la unidad de ramnosa
interna superior (Ram). En el caso de la murucoidina VII (2) estan presente los acidos 2-
metilbutanoico y metilpropanoico acilando al ndcleo oligosacéarido por lo que el fragmento
A de m/z 1083 [M — H — C4H¢O] corresponde a la pérdida del residuo metilpropanoico con
una diferencia de 70 unidades con respecto al ion quasi-molecular de m/z 1153 [M - 1] y el
fragmento B de m/z 1069 [M — H — CsHgO] corresponde a la pérdida del residuo 2-
metilbutanoico con una diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-molecular. El
andlisis de la fragmentacion completa para este compuesto se resume en la seccion 6.2.6
(Cuadro 20).
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Figura 89. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina V11 (2).

La murucoidina VIII (3) mostré un ion pseudomolecular de m/z 1167 [M - H]™

(Figura 90). Su formula molecular se establecié como CsgHgsO25. Se observaron los picos

comunes de fragmentacion provocados por las rupturas de los enlaces glicosidicos (m/z 937,

561, 433 y 271). En este caso, se observo la eliminacion del &cido 2-metilbutanoico que

esterifica al oligosacérido a través del fragmento A de m/z 1083 [M — H — CsHgO]™

que corresponde a la pérdida de 84 unidades de masa atémica a partir del ion quasi-

molecular. El fragmento C m/z 853 corresponde a la pérdida del residuo 2-metilbutanoico

(84 unidades) y de una metilpentosa (146 unidades) con respecto al ion m/z 1083. El anélisis

de la fragmentacion registrada para este compuesto se presenta en la seccion 6.2.6 (Cuadro

21).
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Figura 90. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina VII1 (3).

6.4.2 Espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de las murucoidinas XII
(4) y X1 (5)

Estas murucoidinas poseen el nucleo del éacido operculinico E, el cual esta
constituido por una unidad de glucosa y tres de ramnosa.*® Este niicleo muestra el mismo
patrén de fragmentacion para las rupturas glicosidicas que el registrado para los compuestos
1-3, i.e. los iones de m/z 271, 433 y 561. La espectrometria de masas en la modalidad FAB
negativo de la murucoidina XII (4) mostrd un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1119
(Figura 91). Su foérmula molecular se estableci6 como Cs7Hg9O21. En este caso los
compuestos 4-5 presentan como grupos acilos a los acidos metilbutanoico y dodecanoico.
Los fragmentos A de m/z 937 [M — H — CsHgO]  y B de m/z 853 [M - H - [M - H —
C12H2,0] corresponden a las pérdida del residuo dodecanoico con una diferencia de 182
unidades y la pérdida del residuo metilbutanoico con una diferencia de 84 unidades con
respecto al ion quasi-molecular, respectivamente. La murucoidina XII (4) y Xl (5)
presentaron un patron de fragmentacion analogo, de tal manera que las diferencias

estructurales entre las murucoidina XIl y murucoidina XIII corresponden a las posiciones
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de acilacion y su efecto sobre los desplazamientos quimicos en la resonancia magnética

nuclear se describieron previamente (ver seccion 6.3.2, Resultados y Discusion).
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Figura 91. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina XI1 (4).

6.4.3 Espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de las murucoidinas 1V
(6), V (7), X1 (8), XVII (9) e intrapilosina | (10)

Las murucoidinas 6-10 poseen el ndcleo del &cido operculinico A, el cual esta
constituido por una unidad de glucosa, una de fucosa y tres de ramnosa.* La Figura 92,
ilustra el patron de fragmentacion caracteristico que sufren estos compuestos, i.e. los iones
de m/z 271, 417 y 545, este Gltimo fragmento que presenta una diferencia de 18 (H,0)
unidades de masa indica que la localizacion de la esterificacion intramolecular en el nucleo

oligosacarido se sitda en la unidad de ramnosa interna superior (Ram).
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Figura 92. Patrén de fragmentacion de los glicolipidos 6-21.

La espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina IV (6)
mostrd un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1167 (Figura 93). Su formula molecular se
establecid como CsgHgsO25. En este caso los compuestos 6 y 7 presentan al &cido 2-
metilbutanoico esterificando al nucleo oligosacarido por lo que el fragmento A de m/z 1083
[M — H — CsHgO] corresponde a la pérdida del residuo de 2-metilbutanoico con una
diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-molecular. La murucoidina IV (6) y V
(7) presentaron un patron de fragmentacion analogo, de tal manera que la diferencia
estructural entre las murucoidina IV y murucoidina V corresponden a la posicion de

acilacion de la aglicona (ver seccion 6.3.3, Resultados y Discusion).
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Figura 93. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina 1V (6).

En el caso de la murucoidina XI (8) la espectrometria de masas en la modalidad
FAB negativo mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1265 (Figura 94). Su
formula molecular se establecio como Cg3zH109025, La murucoidina X1 (8) presenta los
acidos 2-metilbutanoico y dodecanoico acilando el oligosacarido por lo que el fragmento A
de m/z 1181 corresponde a la pérdida del residuo de 2-metilbutanoico con una diferencia de
84 unidades con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1265 y el fragmento B de
m/z 1083 corresponde a la perdida del residuo del dodecanoico con una diferencia de 182
unidades con respecto al ion quasi-molecular, el analisis de la fragmentacion completa de

este compuesto se puede ver en la seccion 6.2.2 (Cuadro 12).
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Figura 94. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina X1 (8).

Para la murucoidina XVII (9) la espectrometria de masas en la modalidad FAB
negativo mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1297 (Figura 95). Su férmula

molecular se establecié como CgsH10102.
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Figura 95. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina XV1I (9).
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La murucoidina XVII (9) presenta los acidos 2-metilbutanoico y cinamico acilando
el oligosacérido por lo que el fragmento A de m/z 1167 corresponde a la pérdida del residuo
cinamoilo con una diferencia de 130 unidades con respecto al ion quasi-molecular [M — 1]
de m/z 1297 y el fragmento B de m/z 1083 corresponde a la perdida del residuo del
metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-molecular de
m/z 1167, el analisis de la fragmentacion completa de este compuesto se puede ver en la
seccion 6.2.1 (Cuadro 1).

La murucoidina XVII (9) e intrapilosina | (10) presentaron un patrén de
fragmentacion analogo, de tal manera que la diferencia estructural entre la murucoidina
XVII e intrapilosina | corresponde a la posicion de acilacién de la aglicona y su efecto
sobre los desplazamientos quimicos en la resonancia magnética nuclear se describieron

previamente (ver seccion 6.3.3, Resultados y Discusion).

6.4.4 Espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de las murucoidinas
X1V (11), XV (12) y XV (13)

Estas murucoidinas poseen el nucleo del acido operculinico C, el cual esta
constituido por una unidad de fucosa y tres de ramnosa. Este nicleo muestra el mismo

patron de fragmentacion de los compuestos 6-10, i.e. los iones de m/z 271, 417 y 545.

La espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina XIV
(11) mostr6 un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1103 (Figura 96). Su férmula
molecular se estableci6 como Cs;HgeO2 EI compuesto 11 presenta el &cido 2-
metilbutanoico y el dodecanoico esterificando el oligosacérido por lo que el fragmento A
de m/z 921 corresponden a la pérdida del residuo dodecanoilo con una diferencia de 182
unidades con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1103 y el fragmento B de m/z
837 corresponden a la pérdida del residuo metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades
con respecto al ion quasi-molecular de m/z 921.
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Figura 96. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina X1V (11).

La murucoidina XV (12) en la espectrometria de masas en la modalidad FAB
negativo mostrd un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1005 (Figura 97). Su férmula
molecular se establecié como Cs;Hg9O20. El analisis de la diferencia de iones permitio
observar el fragmento A de m/z 921 que corresponde a la perdida del residuo metilbutanoilo
con una diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-moleculares [M — 1] de m/z
1005.

Las murucoidinas XV (12) y XVI (13) presentaron un patron de fragmentacion
analogo, de tal manera que las diferencias estructurales entre la murucoidina XV y
murucoidina XVI corresponden a las posiciones de acilacion y su efecto sobre los
desplazamientos quimicos en la resonancia magnética nuclear se describieron previamente

(ver seccidn 6.3.4, Resultados y Discusion).
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Figura 97. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina XV (12).

6.4.5 Espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de las murucoidinas I-
111 (14-16), IX-X (17-18) y XVI1II (19), estoloniferina | (20) y pescapreina 111 (21)

Estas murucoidinas poseen el nucleo del &cido siménico B, el cual esta constituido
por una unidad de fucosa y cuatro de ramnosa. Este nicleo muestra el mismo patrén de
fragmentacion de los compuestos 6-13, i.e. los iones de m/z 271, 417 y 545. En el caso de la
murucoidina | (14) la espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo mostro un
ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1067 (Figura 98). Su férmula molecular se establecio
como Cs;Hg7O,3 Este compuesto presenta el acido 2-metilbutanoico acilando el
oligosacarido por lo que el fragmento A de m/z 983 corresponde a la pérdida del residuo 2-
metilbutanoico con una diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-molecular [M —
1] de m/z 1067. El analisis de la fragmentacion completa de este compuesto se puede ver en
la seccién 6.2.6 (Cuadro 19).
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Figura 98. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina | (14).

En el caso de la murucoidina Il (15) la espectrometria de masas en la modalidad
FAB negativo mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1137 (Figura 99). Su
formula molecular se establecid como CssHg3024 La murucoidina 11 (15) presenta los
acidos 2-metilbutanoico y metilpropanoico acilando el oligosacarido por lo que el
fragmento A de m/z 1067 corresponde a la pérdida del residuo metilpropanoilo con una
diferencia de 70 unidades con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1137 y el
fragmento B de m/z 1053 corresponde a la perdida del residuo metilbutanoilo con una
diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-molecular, el analisis de la

fragmentacion completa de este compuesto se puede ver en la seccion 6.2.5 (Cuadro 18).

Las murucoidinas Il (15) y IX (17) presentaron un patrén de fragmentacion analogo,
de tal manera que la diferencia estructural entre la murucoidina Il y murucoidina 1X
corresponde a la posicion de acilacion de la aglicona y su efecto sobre los desplazamientos
quimicos en la resonancia magnética nuclear se describieron previamente (ver seccion

6.3.5, Resultados y Discusion).
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Figura 99. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina Il (15).

La murucoidina 1l (16) en la espectrometria de masas en la modalidad FAB
negativo mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1151 (Figura 100). Su férmula
molecular se establecio como CsgHgsO24 Este compuesto 16 presenta el acido 2-
metilbutanoico acilando el oligosacarido por lo que el fragmento A de m/z 1067
corresponde a la pérdida del residuo metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con
respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1151, el andlisis de la fragmentacion

completa de este compuesto se puede ver en la seccion 6.2.3 (Cuadro 15).

La murucoidina 1l (16) y estoloniferina 1 (20) presentaron un patréon de
fragmentacion analogo, de tal manera que la diferencia estructural entre la murucoidina I11
y estoloniferina | corresponde a la posicion de acilacion de la aglicona (seccién 6.3.5,

Resultados y Discusion).
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Figura 100. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina 111 (16).

La murucoidina XVIII (19) en la espectrometria de masas en la modalidad FAB
negativo mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1193 (Figura 101). Su férmula
molecular se establecio como CsgH102024, ESte compuesto 19 presenta los acidos 2-
metilbutanoico y octanoico acilando el oligosacarido por lo que el fragmento A de m/z 1067
corresponde a la pérdida del residuo octanoilo con una diferencia de 126 unidades con
respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1193 y el fragmento C de m/z 963
corresponde a la pérdida del residuo metilbutanoilo (84 unidades) y de una metilpentosa
(146 unidades) con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1193, el andlisis de la
fragmentacion completa de este compuesto se puede ver en la seccién 6.2.1 (Cuadro 2).
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Figura 101. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina XVII1 (19).

La murucoidina X (18) en la espectrometria de masas en la modalidad FAB
negativo mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1265 (Figura 102). Su férmula
molecular se establecio como Cg3H109025, Este compuesto 18 presenta los acidos 2-
metilbutanoico y 8-hidroxidodecanoico acilando el oligosacéarido por lo que el fragmento A
de m/z 1067 corresponde a la pérdida del residuo 8-hidroxidodecanoico con una diferencia
de 198 unidades con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1265 y el fragmento D
de m/z 691 corresponde a la pérdida del residuo metilbutanoilo (84 unidades) y de dos
metilpentosa (146 unidades) con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1067, el
analisis de la fragmentacion completa de este compuesto se puede ver en la seccion 6.2.2
(Cuadro 11).
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Figura 102. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina X (18).

En el caso de la pescapreina Il (21), la espectrometria de masas en la modalidad
FAB negativo mostré un ion pseudomolecular [M — H]™ de m/z 1249 (Figura 103). Su
formula molecular se establecié como CgzH109024. EI compuesto 21 presenta los acidos 2-
metilbutanoico y dodecanoico acilando el oligosacarido por lo que el fragmento A de m/z
1165 corresponde a la pérdida del residuo metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades
con respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1137 y el fragmento B de m/z 1067
corresponde a la perdida del residuo dodecanoilo con una diferencia de 182 unidades con
respecto al ion quasi-molecular [M — 1] de m/z 1137, (seccidon 6.2.5, Resultados y
Discusion). Estos datos espectrométricos concuerdan con los descritos en la literatura.®
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Figura 103. Espectro de masas modo FAB negativo para la pescapreina 111 (21).
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6.5 Analisis del residuo 8-hidroxidodecanoico

En el caso del compuesto 18, se observaron dos carbonos de tipo metileno centrados
en 38.4 y 38.3 ppm. Estos desplazamientos no presentaban precedentes en la literatura para
este tipo de compuestos, por lo que se trataba de un &cido novedoso. Mediante su analisis
espectrometrico se infiridé que se trataba de un residuo hidroxilado del acido dodecanoico,
por lo que se procedid a la degradacion y derivatizacion de la murucoidina X.

El tratamiento de la murucoidina X (18) con una solucién de KOH al 5% bajo
reflujo liber6 los &cidos orgénicos presentes. La mezcla de los &cidos organicos se
transform6 en su respectivo éster metilico mediante la alquilacion con CH;N,.
Posteriormente, se someti0 a una reaccion de sililacion para su analisis mediante
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas (CG-EM). Se obtuvo un
rendimiento de 0.4 mg de la mezcla de derivados, los resultados del anlisis por
espectrometria de masas de cada uno de los picos, nos permitio identificar al pico con
tiempo de retencion de 5.1 min como el 8-hidroxidodecanoico. El ion molecular no se
detecto, sin embargo, se puso de manifiesto un pico de m/z 159 (61%) y el ion de m/z 245
(23%) que fueron generados por las rupturas alfa al grupo OTMS (Figura 104), de manera
que el primer ion [CsH1,OTMS]" se genero por la ruptura homolitica del enlace C7-Cg y el
fragmento de m/z 245 [CyH160:TMS]" correspondi6 al producto de la ruptura del enlace
Cs-Co. Por lo tanto, estos fragmentos demostraron que el grupo hidroxilo se encuentra en la

posicion 8 del acido hidroxidodecanoico.

Con el objetivo de establecer la configuracion absoluta del &cido 8-
hidroxidodecanoico aislado de las resinas del cazahuate, se utilizo la correlacion descrita en
la literatura entre la rotacion dptica y la configuracion del centro quiral de la cadena
alifatica  para  los  4cidos  (11S)-11-hidroxihexadecanoico® y  (8S)-8-

hidroxihexadecanoico, 8>

que poseen una configuracion S. Esta se establecié mediante la
sintesis en forma pura de cada uno de los enantiomeros y la aplicacion del método de

Mosher,*"** encontrandose que el enantiémero S posee una rotacion éptica dextrégira (+) y

152



Resultados y Discusion

el enantiomero R una rotacion Optica levégira (=). Todas las agliconas que han sido
caracterizadas en la familia de las convolvulaceas corresponden a &cidos grasos
hidroxilados dextrogiros y en todos los casos la configuracién absoluta para el centro quiral
se ha establecido como S. De esta manera, se infirio que la configuracion absoluta para el
residuo acilante de la murucoidina X, el acido 8-hidroxidodecanoico, corresponde al
enantibmero R ya que present6 una rotacion dptica negativa y, por lo tanto, constituye el

primer ejemplo de un acido graso hidroxilado levdgiro en la familia de las convolvulaceas.
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Figura 104. Espectro de masas para el derivado sililado del acido 8-hidroxidodecanoico.

6.6 Estudio quimico del extracto metanolico de las flores

La preparacion del extracto metandlico de las flores de Ipomoea murucoides
permitié la obtencion de 55 g de residuo. Se obtuvo un rendimiento del 13.25%. El analisis
cromatografico en CCF del extracto metandlico presenté una zona con Ry = 0.6 que

revelaba con un color muy parecido al desarrollado por las resinas glicosidicas
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caracteristicas de las convolvulaceas cuando se utilizd el reactivo cromdgeno sulfato

cérico-acido sulfarico, por lo que se procedio al fraccionamiento primario.

El fraccionamiento primario del extracto metandlico se realizd mediante
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice usando un sistema de elucidn
constituido por la mezcla de CHCI3-MeOH, incrementandose gradualmente la polaridad
(10% MeOH en eluatos de 1 litro), iniciando la elucion con cloroformo y terminado con
metanol. Asi, se obtuvieron 17 fracciones primarias. En la Figura 105 se presenta las

cromatoplacas en capa fina de estas fracciones.

. F"'j | ‘5z 1.4
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! 58 e A R 10 11 12 1314 15 16 17

Figura 105. Cromatoplacas en capa fina de los eluatos obtenidos durante el fraccionamiento
primario del extracto metandlico de las flores de Ipomoea murucoides.

6.6.1 Obtencidon de flavonoides

De la fraccion primaria 10 precipitaron una mezcla de flavonoles, los cuales se
separaron mediante una cromatografia en columna abierta sobre sephadex LH20, utilizando
como sistema de elucion metanol, se obtuvieron 12 fracciones de un volumen de 150 mL.

En la Figura 106 se presenta la cromatoplaca en capa fina de estas fracciones.
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Figura 106. Cromatoplaca en capa fina de los eluatos obtenidos
durante la separacion de la mezcla de flavonoles.

De la columna en sephadex, se obtuvieron cristales de coloracion amarilla (en
diferentes grados), éstos se analizaron mediante resonancia magnética nuclear (*H, *3C,
DEPT, HSQC, COSY y HMBC), lograndose determinar que se trataban del 7-O-glucésido
del caemferol y 5-O-glucosido del caemferol, compuestos ampliamente reportados en la

literatura.®**°

Los espectros UV de los flavonoles mostraron las bandas de absorcion
caracteristicas entre 250—270 y 340-350 nm, las cuales concuerdan con las descritas en la
literatura.®® Los espectros de masas en la modalidad FAB negativo mostraron un ion
pseudomolecular [M — H]™ de m/z 447, para ambos compuestos. Que nos permitio
establecer sus férmulas moleculares como Cy;H1901:. En sus espectros de resonancia
magnética nuclear de *H y *C (Figura 107 y 108), se observé el perfil tipico de los
flavonoles. Las sefiales mas importantes son: los dobletes en la regién aromética a 8.47 6
8.44 (J=8.8 Hz), 6.7306.76 (J = 1.0 Hz) ppm y el singulete a 7.20 ppm, correspondientes
a los anillos A, B 'y C de los flavonoles. En el espectro de RMN 'H, a la vez se observé un
doblete de un monosacéarido con constante de acoplamiento grande a 6.39 6 6.29 (J = 7.4
Hz) ppm. En el caso del 7-O-glucésido del caemferol se observan las sefiales de dos OH a
12.4'y 13.6 ppm, estas sefiales no se observan en el 5-O-glucésido del caemferol, por lo que
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la diferencia entre ellos es la posicién del monosacarido. En los espectros de *C se pueden
observar los carbonos en la regién aromatica confirmando la presencia de los anillos
aromaticos del nucleo de flavonol, un carbono a 179.2 ppm para el grupo carbonilo de C-4
del anillo B y un carbono a 62.9 ppm que es caracteristico del grupo hidroximetileno de la

glucosa.

7-O-glucosido del caemferol
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Figura 107. Espectros de *H de los flavonoles obtenidos del extracto metanélico de las flores de
Ipomoea murucoides.
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Figura 108. Espectros de **C de los flavonoles obtenidos del extracto metanélico de las flores de
Ipomoea murucoides.
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6.7 Evaluacion de la citotoxicidad de los glicolipidos

Todos los glicolipidos aislados y purificados de la resina de las flores de Ipomoea
murucoides se sometieron a un ensayo de citotoxicidad en un pequefio panel de lineas
celulares: carcinoma nasofaringeo (KB), carcinoma laringeo (Hep-2) y carcinoma cérvico
(Hela). Los valores son estimados a partir de una grafica semilogaritmica de la
concentracion del glicolipido (ug/mL) contra el porciento de células viables. Se consideran
con actividad aquellos extractos y compuestos que presenten una concentracion efectiva
media (CEsp) menor de 20 pg/mL y 4 ug/mL respectivamente. El extracto cloroférmico de
las flores mostr6 una CEsp de 19 pg/mL en las lineas KB y Hela. La murucoidina 1V fue el
unico glicolipido que exhibié una actividad citotéxica en la linea celular Hep-2 (CEsy = 4
ug/ml). El resto de los compuestos mostraron una actividad de 13 ug/mL o mayor a 20

ug/mL, por lo tanto, se consideran inactivos.

Las resinas glicosidicas constituyen una serie de principios mayoritarios en el
metabolismo secundario de la familia de las convolvulaceas que han demostrado diversas
actividades biologicas de interés terapéutico como una moderada citotoxicidad contra
células P388 (neoplasma linfoide de raton) y células humanas de cancer mamario (MCF-7),
ademés de una actividad antibacteriana selectiva contra cepas de Staphylococcus aureus™y
Mycobacterium tuberculosis.” Recientemente, se describié el potencial inhibidor de tres
oligosacaridos de la serie de las orizabinas sobre la proteina membranal MDR NorA en S.
aureus, compuestos inactivos desde el punto de vista microbioldgico y citotdxico, por lo
que al combinar estos productos naturales con antibiéticos comerciales (e.g. tetraciclina) se
logro revertir la resistencia e incrementar la susceptibilidad del microorganismo a los
agentes antimicrobianos.™ La actividad inhibidora demostrada por los oligosacaridos de las
convolvulaceas sobre el fenémeno de la MDR a través de la modulacion de la proteina
membranal NorA en cepas de Staphylococcus aureus permite suponer que las murucoidinas
debido a sus caracteristicas anfipaticas con un alto grado de lipofilicidad (hidrofdébicos) y
una baja o nula citotoxicidad (Clsp >20 pg/ml), constituyen un sustrato para la

glicoproteina-P (Gp-P) y, por lo tanto, modulan el transporte transmembranal de los agentes

158



Resultados y Discusion

antineoplasicos. De esta forma, la accion de los oligosacaridos evitara la liberacion de los
farmacos al espacio extracelular para revertir la resistencia que generan las células malignas
en ensayos in vitro e incrementar la toxicidad (efectividad) de los agentes antineoplésicos
de utilidad terapeutica al emplearse en combinacion (e.g. murucoidina n/taxol). El
desarrollo de potentes inhibidores de la Gp-P con baja toxicidad es una alternativa para
superar la interferencia indeseable de esta familia de Gp-P presente en algunas células de
mamiferos (resistencia celular intrinseca) y que se sobre expresa en las células malignas

bajo exposicidn a las quimioterapias (resistencia adquirida).

Debido a estas caracteristicas estructurales y a la ambivalencia en su solubilidad, se
ha postulado que estos glicolipidos provocan perturbaciones en las membranas celulares
mediante la formacién de poros no selectivos y, por lo tanto, provocan una alteracion en el
flujo de iones a través de la membrana celular.®? Un aspecto importante que debe destacarse
es la presencia de la macrolactona como uno de los requisitos necesarios para observar
cualquiera de las actividades bioldgicas asociadas a estos glicolipidos. Sin embargo, los
requerimientos estructurales y estereoquimicos para potenciar sus propiedades citotoxicas

no se han determinado.
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7. CONCLUSIONES

a) Se comprob6 que Ipomoea murucoides contiene resinas glicosidicas con una posible
aplicacion terapéutica como ya ha sido reportado para otros miembros de la familia de las

convolvulaceas.

b) La cromatografia liquida de alta eficacia desempefidé un papel importante en el
aislamiento de estos compuestos ya que en sus fuentes naturales siempre se presentan en
forma de mezclas diastereoisoméricas complejas, dificultando su purificacion mediante el

empleo de las técnicas cromatograficas convencionales.

c¢) La resonancia magnética nuclear (500 MHz), en conjunto con la espectrometria de masas
FAB, constituye la herramienta esencial para la elucidacion de sus estructuras con pesos
moleculares entre 1000-1300 daltons. Estas técnicas instrumentales de alta resolucion
permitieron la identificacion de una diversidad estructural que incluyé tretrasacaridos y

pentasacaridos poliacilados.

d) Se logr6 el aislamiento y la identificacion de dos nucleos tetrasacaridos y tres
pentasacaridos constitutivos de las resinas glicosidicas de esta especie arborea, los cuales se
caracterizaron como los acidos operculinico A y siménicos A y B (pentasacaridos), asi

como los acidos operculinicos C y E (tetrasacaridos).

e) De la jalapina de Ipomoea murucoides se obtuvieron veintiun glicolipidos de los cuales
dieciocho son novedosos, las murucoidinas I-XVIII. La diferencia entre ellos radica en el
tamano del oligosacarido, la secuencia de glicosilacion y el tipo de unidades sacaridas
constitutivas, asi como en la posicion de macrolactonizacién intermolecular por la aglicona
y el nimero y tipo de residuos acilantes. Todos los constituyentes individuales de las
resinas glicosidicas de las flores del cazahuate presentan la particularidad de ser moléculas
anfipaticas solubles en CHCI;. La aglicona establece un éster ciclico intramolecular
mediante la formacion de una lactona entre su grupo carboxilico y uno de los grupos

hidroxilo en C-2 o C-3 de la segunda unidad sacéarida.
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f) Las murucoidinas, metabolitos con una estructura novedosa y compleja, constituyen un
magnifico ejemplo de como la naturaleza utiliza unidades sencillas, producto del
metabolismo primario, en este caso azlcares (epimeros de hexosas y pentosas) y acidos
grasos, para lograr la diversidad estructural en el metabolismo secundario observado para el
cazahuate y los otros miembros de la familia de las convolvulaceas descritos en la

literatura.

g) Se comprobd que a pesar de la similitud estructural de las murucoidinas con las
tricolorinas citotoxicas, éstas no resultaron activas en el bioensayo de citotoxicidad. La
caracteristica anfipatica de las mururcoidinas confiere un balance en sus propiedades de
solubilidad entre fases acuosas y lipofilicas. Asi, su solubilidad en disolventes no polares
depende del alto grado de esterificacion observado para el nucleo oligosacarido

macrociclico.

h) Se encontré que el extracto metandlico no contiene resinas glicosidicas del tipo
convolvulina (resinas solubles en disolventes polares), en su lugar, se aislaron flavonoides

glicosidicos del tipo caemferol.

i) Se identifico mediante el empleo de técnicas degradativas (saponificacion del glicolipido
individual, e.g., murucoidina X) y derivatizaciones (sililacion, metilacion) al acido 8-
hidroxidodecanoico como un residuo acilante novedoso. Este descubrimiento constituye
una aportacion importante al conocimiento de la diversidad estructural de los glicolipidos

de las convolvulaceas.

J) El estudio detallado de los datos espectroscopicos y espectrométricos permitio establecer

las estructuras de los constituyentes individuales de la serie de las murucoidinas como:
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Murucoidina | (14): éster intramolecular 1,2""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(2S)-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—>4)-O- a-L-

ramnopiranosil-(1—2)-4D-fucopirantsido del acido jalapindlico.

Murucoidina Il (15): éster intramolecular 1,2""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
metilpropanoil]-a- L-ramnopiranosil-(1—4)- O-[2-O-(2S)-metilbutanoil]- a- L-ramnopira-

nosil-(1—4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- s-D-fucopirandsido del &cido jalapindlico.

Murucoidina 111 (16): éster intramolecular 1,2""-11-O- a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(2S)-2-metilbutanoil]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(2S)-metilbutanoil]- a-L-ramnopi-

ranosil-(1—4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- f-D-fucopirandsido del &cido jalapindlico.

Murucoidina IV (6): éster intramolecular 1,2""-11-O-#-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[2-O-(2S)-metilbutanoil]- a-L-ramnopi-

ranosil-(1—4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-#-D-fucopirandsido del acido jalapindlico.

Murucoidina V (7): éster intramolecular 1,3""-11-O-4-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[2-O-(2S)-metilbutanoil]- a-L-ramnopi-

ranosil-(1—4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-#-D-fucopirandsido del acido jalapindlico.

Murucoidina VI (1): éster intramolecular 1,3""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[2-O-dodecanoil]- a-L-ramnopiranosil-

(1>4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- #-D-glucopiranosido del acido jalapindlico.

Murucoidina V11 (2): éster intramolecular 1,2""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
metilpropanoil]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(2S)-metilbutanoil]-c.-L-ramnopirano-

sil-(1—4)-O- a-L-ramnopiranosil-(1—2)- #-D-glucopiranosido del acido jalapindlico.
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Murucoidina VIII (3): éster intramolecular 1,2""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[4-
O-(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(2S)-metilbutanoil]- - L-
ramnopiranosil-(1—4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- f-D-glucopiranésido  del  &cido

jalapinalico.

Murucoidina IX (17): éster intramolecular 1,3""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
metilpropanoil]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-0-(2S)-metilbutanoil]- a-L-ramnopirano-

sil-(1—4)-0O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- #-D-fucopirandsido del acido jalapinolico.

Murucoidina X (18): ester intramolecular 1,3""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(25)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-8-hidroxidodecanoil]- a-L-ramno-

piranosil-(1—4)-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-fucopirandsido del acido jalapindlico.

Murucoidina X1 (8): éster intramolecular 1,3"-11-O-4-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[4-O-
(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[2-O-dodecanoil]- a-L-ramnopiranosil-

(1-4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- f-D-fucopiranésido del acido jalapindlico.

Murucoidina XI1 (4): éster intramolecular 1,3""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[4-O-
(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[3-O-dodecanoil]- a-L-ramnopiranosil-

(1—>2)-p-D-glucopirandsido del &cido jalapindlico.

Murucoidina X111 (5): éster intramolecular 1,3""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[4-
O-(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[2-O-dodecanoil]- a-L-ramnopirano-

sil-(1—2)--D-glucopiranésido del acido jalapindlico.
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Murucoidina XIV (11): éster intramolecular 1,3""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[4-
O-(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[3-O-dodecanoil]- a-L-ramnopirano-

sil-(1—>2)--D-fucopiranosido del &cido jalapindlico.

Murucoidina XV (12): ester intramolecular 1,2""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[4-
O-(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[3-0-(2S)-2-metilbutanoil]- -L-

ramnopiranosil-(1—2)-4-D-fucopirandsido del acido jalapindlico.

Murucoidina XVI (13): éster intramolecular 1,2""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[4-
0O-(2S)-2-metilbutanoil]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(2S)-2-metilbutanoil]- a-L-

ramnopiranosil-(1—2)--D-fucopirandsido del &cido jalapinolico.

Murucoidina XVII (9): éster intramolecular 1,3""-11-O-a-L-glucopiranosil-(1—3)-O-[4-
0O-(2S)-2-metilbutanoil,3-O-cinamil]-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0-[2-O-(2S)-metilbuta-
noil]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-0- a-L-ramnopiranosil-(1—2)-#-D-fucopirandsido del

acido jalapinolico.

Murucoidina XVIII (19): éster intramolecular 1,2""-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-O-
[(4-O-(2S)-2-metilbutanoil)]- a-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[2-O-octanoil]- a-L-ramnopira-

nosil-(1—4)-0O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- #-D-fucopirandsido del &cido jalapinolico
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