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Introduccion

1. Introduccion

El uso de plantas medicinales como recurso para tratar diversos problemas de salud se
remonta a los inicios de la civilizaciéon humana. Actualmente, diversos sectores de la
poblacion recurren al uso de medicina tradicional debido a que algunos no tienen acceso a
los sistemas oficiales de salud y otros que la utilizan en forma paralela a la medicina
alopatica (Argueta, 1994). Las plantas medicinales representan un recurso extenso en
productos naturales con actividad bioldgica, éstas pueden ser comercialmente utiles por si
mismas o pueden servir como fuente natural de prototipos quimicos para desarrollar
derivados modificados con mayor actividad y/o menor toxicidad. El 81% de las formas
farmacéuticas desarrolladas en el periodo de 1981 a 2002 contienen productos de origen
natural o derivados de la sintesis total o parcial basada en productos naturales (Newman, et

al., 2003).

Los géneros Ipomoea, Convolvulus, Operculina y Cuscuta de la familia Convolvulaceae se
distinguen por su extensa distribucion en el mundo y por sus propiedades medicinales,
alucindgenas (uso en rituales religiosos) y citotdxicas, principalmente. La actividad
alucinogena propia de algunas especies del género Ipomoea se debe a la presencia de
alcaloides derivados del &cido lisérgico. Las actividades purgante y citotdxica estan
asociadas a la presencia de resinas glicosidicas en el tejido foliar y radicular. Desde el
punto de vista quimico, las resinas glicosidicas constituyen una mezcla compleja de
glicolipidos con alto peso molecular de naturaleza anfipatica por la presencia de una
porcion hidrofilica que corresponde al nticleo oligosacarido (que puede estar constituido
por dos hasta seis unidades sacaridas) y la porcion hidrofobica constituida por la aglicona

que usualmente forma un éster intramolecular con la cadena oligosacérida.

Las actividades bioldgicas de las resinas glicosidicas son diversas, a continuacion se
mencionan los resultados de algunos estudios quimicos y farmacoldgicos de las resinas

glicosidicas del género Ipomoea (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Estudios quimicos y ejemplos de actividades farmacoldgicas.

Especie Glicolipido Actividad Referencia
‘ ‘ Antimicrobiana Pereda-Miranda et al.,
Ipomoea tricolor Tricolorina A
Citotoxica 1993
o Laxante
Ipomoea muricata Muricatinas A 'y B o Noda et al., 1988
Carminativo
Murucoidinas VI — XI ) ) )
Ipomoea murucoides Antibacteriana Clérigo et al., 2008
Estoloniferina I
Murucoidinas [ -V ) _ Chérigo y Pereda-
Ipomoea murucoides Citotdxica

Estoloniferina I

Miranda, 2006
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2. Antecedentes.

2.1. La familia Convolvulaceae.

La familia Convolvulaceae se encuentra extensamente distribuida en las regiones
tropicales, subtropicales y templadas. Se estima que existen 55 géneros y 1650 especies, los
géneros mas representativos son Ipomoea (500 especies), Convolvulus (250 especies) y
Cuscuta (170 especies) (Trease y Evans, 2002). La morfologia de las convolvulaceas es
muy parecida (Figura 1), la mayoria son enredaderas con hojas alternas y simples, tallos
trepadores, flores grandes y vistosas, su caliz constituido por cinco sépalos libres y una

corola con cinco pétalos fusionados formando un embudo (Alcantara, 1980).

Figura 1. Morfologia general de las Convolvuléaceas.

El nombre de esta familia proviene del vocablo latino convolvo que significa entrelazarse y
se refiere a su modo de crecimiento. Una de las caracteristicas anatdmicas mas notables, es
la presencia de células secretoras de resinas glicosidicas tanto en el tejido foliar como en
sus raices. Estas resinas constituyen uno de los aspectos quimiotaxondémicos de esta familia

y se les atribuyen propiedades purgantes y citotoxicas (Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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2.2. El género Ipomoea.

El género Ipomoea es uno de los mayoritarios dentro de la familia Convolvulaceae con un
grado de endemismo de 65% en México, esto se refiere al porcentaje de especies presentes
en nuestro pais (104) y el ntimero aproximado de especies en el género (160). La
distribucion de estas especies en el territorio mexicano se ilustra en la Figura 2, el primer
nimero representa el niumero de especies que existen en cada region y el segundo el

numero de especies endémicas para cada una (McDonald, 1991).

Figura 2. Distribucion del género I[pomoea en México.

La mayoria de las plantas del género I/pomoea no poseen gran variedad morfoldgica
(enredaderas con tallos enroscados que alcanzan de 1 a 5 metros de altura), sin embargo
existen especies que presentan variantes a dicha morfologia general: Ipomoea phillomega e
Ipomoea santillanii son lianas tropicales que alcanzan alturas de hasta 15 metros; Ipomoea
imperata e Ipomoea pescaprae crecen a iguales longitudes pero crecen de forma tendida
formando extensas cubiertas sobre arenas costeras; [pomoea stans, [pomoea duranguensis e

Ipomoea sescossiana son arbustos perennes lefiosos y herbaceos, que crecen hasta 1 metro;
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algunas especies de la serie arborescentes crecen en forma de arboles de madera suave de 3

a 9 metros de altura (Alcantara, 1980).

La importancia econémica de éste género reside en su uso alimenticio (/[pomoea batatas),
ornamental (Ilpomoea alba) y medicinal (Ipomoea purga e Ipomoea stans). El principal uso
medicinal de algunas especies de éste género es purgante (Pereda-Miranda y Bah, 2003) y
se conoce desde la época prehispanica, siendo Ipomoea purga la especie exponente del

denominado complejo medicinal de la “raiz de jalapa” (Pereda-Miranda et al., 2006).

2.3. Las resinas glicosidicas en la familia Convolvulaceae.

Las resinas glicosidicas estan constituidas por acidos grasos volatiles, no volatiles y
carbohidratos. Los residuos volatiles identificados con mayor frecuencia incluyen a los
acidos tiglico, isobutirico, metilbutirico (MacLeod y Ward, 1997), nilico (Hernandez-
Carlos et al., 1999) y cindmico (Noda et al., 1992). Los acidos grasos de alto peso
molecular caracterizados en las especies del género Ipomoea incluyen a los acidos
hexanoico, octandico, decandico y dodecandico (Pereda-Miranda et al., 2005; Chérigo y
Pereda-Miranda, 2006). El 4cido hexadecandico hidroxilado en la posicion C11, conocido
con el nombre de 4cido 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 (Fiirstner y Miiller, 1999; Pereda-

Miranda y Bah, 2003).

La complejidad de estas resinas se debe a la semejanza estructural de los constituyentes
individuales pues representan principalmente mezcla de isomeros que involucran diferentes
sitios de esterificacion del nucleo oligosacarido. Esta complejidad constituye la mayor

dificultad para su completa purificacion y caracterizacion.
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Mediante el empleo de un tratamiento alcalino, los glicolipidos liberan acidos volatiles de
cadena corta y el respectivo acido glicosidico, el cual al ser sometido a un tratamiento
acido, produce una mezcla de monosacaridos y la aglicona. Estos métodos de degradacion
han constituido una de las formas para lograr la identificacion estructural de las resinas en
conjunto con el analisis espectroscopico (RMN, 500 MHz) y espectrométrico (EM-FAB)

de alta resolucion de los oligosacaridos inalterados (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

2.4. Nucleos pentasacaridos de las resinas en la familia
Convolvulaceae.

En los Cuadros 2 a 6 se ilustran algunos nucleos pentasacaridos descritos en diversas

especies de la familia de las convolvulaceas.



Cuadro 2. Nucleos pentasacaridos.

¢ Fuente .
Acido Estructura Referencia
natural
HO
o o}
HO
, HO 0. 0
Convolvulina HO
Acido de las HO o Ono, et al.,
farbitico C semillas de o HO 1990
Pharbitis nil HO 0 0
HO
OH HO
OH HO
COOH
O--D-quinovopiranosil-(1—4)-O- o L-ramnopiranosil-(1—2)-O-S-D-glucopiranosil-
(152)-O-[ orL-ramnopiranosil-(1—6)]-O-f-D-glucopiranosido del (38, 115) cido ipurtilico.
HO
HO
0
o Convolvulina 0

Acido o

.. de Ono, et al.,

woodrosinico HO COOH
A Ipomoea HO 1993.
tuberosa HO 0 HO 0
0 0
OH no
HO OH HO OH

O-f-D-glucopiranosil-(1—6)-O-S-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)]-
O-fB-D-glucopiranosil-(1—2)-0-4-D-glucopiranésido del acido (11S)-hidroxihexadecandico.




Cuadro 3. Nucleos pentasacaridos (continuacion).

o Fuente .
Acido Estructura Referencia
natural
Jalapina de ;%j\\\\\\\\\\
Acido los tubérculos CooH .
. . ) Kitagawa, et al.,
merremosido | de Merremia 1997
j mammosa o
HO
HO OH
OH
HO oH
OH
O-a+L-ramnopiranosil-(1—4)-O-[ f-D-glucopiranosil-(1—3)]-O-aL-ramnopiranosil-
(1-4)-0-o-L-ramnopiranosil-(1—4)-O-o-L-ramnopiranoésido del acido (115)-
hidroxihexadecanoico.
OH
" %
T Jalapina de
Acido Confolvulus \7%% Wagner, et al.,
microfilico . COOH 1977.
microphyllus
HO
HO

OH
O-oL-ramnopiranosil-(1—6)-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-S-D-glucopiranosil-

(1-3)-0-orL-ramnopiranosil-(1—3)-O-S-D-fucopiranodsido del acido 11-hidroxipalmitico.




Cuadro 4. Nucleos pentasacaridos (continuacion).

o Fuente .
Acido natural Estructura Referencia
R
HO O o
HO
0
o} O COOH
HO
o) o OH
0
. o] OH
o Jalapina de | H°
Acidos Pl OH R
epe ar s las hojas de HO 0 — . Ono, et al.,
multifidinicos . OH Acido multifidinico A H
AvB Quamoclit , 1997,
y multifida Acido multifidinico B C,Hj
OH
HO OH

Multifidinico A: O-B-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[ &-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-o-L-
ramnopiranosil-(1—4)-0-a+L-ramnopiranosil-(1—2)-O-B-D-quinovopiranésido del acido
(118)-hidroxitetradecanoico.

Multifidinico B: O-f-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-0-a+L-ramnopiranosil-(1—2)-O-f-D-quinovopiranésido del acido
(11S8)-hidroxihexadecanoico.




Cuadro 5. Nucleos pentasacaridos (continuacion).

Acido operculinico A H OH H

Acido operculinico B OH H OH

Acido Fuente Estructura Referencia
natural
R, R;
o
R%O
HO
o}
ope?cclll(lli(r)lsicos Ipomoea HO Ono, et al.,
AyB operculata R, R, R, 1989.

Operculinico A: O-f-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[ o-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-o+L-

ramnopiranosil-(1—4)-0-a~L-ramnopiranosil-(1—2)-O-f-D-fucopiranoésido del acido (11S)-

hidroxihexadecanoico.

Operculinico B: O-f-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[ o-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-o+L-
ramnopiranosil-(1—4)-0-o~L-ramnopiranosil-(1—2)-O--D-glucopiranésido del acido
(118)-hidroxihexadecandico.
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Cuadro 6. Nucleos pentasacaridos (continuacion).

ro. Fuente .
Acido Estructura Referencia
natural
R, Ry
0
R; o
HO
0
0 (6]
COOH
HO
1) o OH
o Jalapina de la
Acidos P , 0
siménicos A raiz de HO 2 OH Noda, et al.,
B Ipomoea O o R, R, R 1992.
y batatas OH OH .
Acido siménico A OH H OH
OH Acido siménico B H OH H
HO

Simonico A: O-o~L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[ o-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-o+L-
ramnopiranosil-(1—4)-0-o~L-ramnopiranosil-(1—2)-O--D-glucopiranésido del acido
(11S8)-hidroxihexadecandico.

Simoénico B: O-a+L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-o+L-
ramnopiranosil-(1—4)-0-a~L-ramnopiranosil-(1—2)-O--D-fucopiranosido del acido (11S)-
hidroxihexadecandico.
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Los primeros glicolipidos caracterizados integramente fueron las orizabinas I-IV por Noda
y colaboradores (1987) y se ha descrito que los constituyentes de las resinas glicosidicas
son glicolipidos cuyas agliconas son los acidos convolvulinico (Ci4) o jalapinolico (Cie)

(Pereda-Miranda et al., 2006).

Se ha encontrado que las resinas glicosidicas presentes en el género Ilpomoea poseen como
caracteristica estructural comun un nucleo oligosacérido, que en la mayoria de los casos se
encuentra acilado con el grupo carboxilo de la aglicona para formar un éster macrociclico
(Pereda-Miranda y Bah, 2003). En los estudios de actividad bioldgica se encontré que la
lactona macrociclica constituye una caracteristica estructural importante para la actividad
de estos compuestos, ya que cuando se hidroliza el enlace éster disminuye o desaparece la

actividad (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

El aislamiento del glicolipido llamado “Ipolear6sido” de Ipomoea leari constituye uno de
los primeros estudios en donde se pretendia relacionar a los glicolipidos con una posible

actividad anticancerigena de aplicacion terapéutica (Sarin et al., 1973).

2.5. Estudios quimicos de las glicorresinas.

Los resultados de los primeros estudios quimicos generaron las definiciones de “jalapina”
para describir la fraccion de la resina soluble en éter o cloroformo y de “convolvulina” para

la porcion insoluble en estos disolventes lipofilicos (Ono et al., 1989).

Los estudios quimicos se enfocaron principalmente a la caracterizacion de los productos de
hidrolisis 4cida y basica con ayuda de las técnicas espectroscopicas como la resonancia
magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de masas (EM) en su modalidad de impacto
electronico para derivados peracetilados. La cromatografia de gases aplicada a la
espectrometria de masas constituye la herramienta de mayor uso para la identificacion de

los derivados volatiles (Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es la técnica que ha permitido el
aislamiento y la purificacion de los constituyentes individuales de las resinas de las
convolvulaceas. Actualmente, el empleo de la técnica de reciclaje de muestra permite la
separacion de los componentes de las mezclas de manera eficiente, consiguiendo garantizar
alta pureza en los productos aislados (Pereda-Miranda y Hernandez-Carlos, 2002; Pereda-

Miranda y Bah, 2003).

2.6. Antecedentes botanicos y etnobotanicos.

Ipomoea murucoides es una planta originaria de México que crece en regiones con climas
semicalido, semiseco y templado desde los 600 a los 2600 m sobre el nivel del mar. Es un
arbol de 5 a 9 m de altura con ramas densas y su madera es blanca y pulida (Figura 3). Las
hojas son alargadas, los frutos son ovoidales y lisos, presenta grupos de flores blancas que
son muy vistosas y las semillas estdn cubiertas con pelos blancos y suaves (Figura 4)

(Alcantara, 1980).

Entre los nombres comunes que recibe Ilpomoea murucoides se conocen los siguientes:
cazahuate blanco, cazahuate liso, cazahuate manso, ozote, palo blanco, palo bobo, palo del
muerto, siete camisas y tonche; mientras que en el estado de Morelos, cazahuatl y
micaquahutl, vocablos de la lengua ndhuatl (Argueta, 1994). La especie se encuentra
distribuida desde Jalisco hasta Chiapas en la costa pacifica y el centro del pais en el Estado
de México, Querétaro, Hidalgo, Puebla y Morelos. En este ultimo es la especie dominante
de los bosques tropicales caducifolios. La flor del cazahuate se utiliza para detener las
hemorragias. Su corteza se emplea como antidoto en la picadura de alacranes y mordedura
de serpientes; su latex se aplica sobre heridas y llagas. Por otra parte, la corteza del
cazahuate se combina con otras plantas para tratar la inflamacion estomacal. Ademas, el
cazahuate se utiliza contra la hidropesia y la paralisis, su cascara hervida para evitar la
caida del cabello refregdndolo después de haberlo lavado (Monroy, 2000). Ipomoea
murucoides forma parte de la lista de plantas medicinales y aromaticas de procedencia

nacional con mayor demanda comercial en México.
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Figura 4. Flores y semillas de Ipomoea murucoides.
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2.7. Estudios quimicos de las resinas glicosidicas de Ipomoea
murucoides.

La tesis doctoral presentada por Chérigo en 2007 constituye una extensa investigacion
quimica del contenido de oligosacaridos de las resinas glicosidicas solubles en cloroformo
presentes en las flores de Ipomoea murucoides en la que se reportd el aislamiento e
identificacion de dieciocho glicolipidos novedosos, las murucoidinas I-XVIIL. Las
diferencias encontradas en dichas estructuras comprenden el nucleo oligosacérido, la
secuencia de glicosilacion, la ubicacion de la macrolactonizacion intramolecular y el
numero y tipo de residuos acilantes. Los nucleos oligosacaridos aislados e identificados
corresponden a los &cidos: operculinico A y siménicos A y B (pentasacaridos) y
operculinicos C y D (tetrasacdridos). La macrolactonizacion intramolecular se establece
entre el grupo hidroxilo ubicado en el carbono anomérico de la primera unidad sacarida y el
grupo carboxilo ubicado en C-2 o C-3 de la segunda unidad sacarida. Los residuos acilantes
identificados son los acidos 2-metilbutanoico, 2-metilpropandico, dodecanoico, cinamico,
octandico y 8S-hidroxidodecanodico (Chérigo, 2007) y el nimero encontrado por molécula

varia de uno a tres.

Se evalud la actividad de las murucoidinas purificadas en células de carcinoma faringeo,
laringeo y cervical, demostrando que la murucoidina I'V posee actividad significativa (CEsg

=4.0 ug/mL) contra la linea celular de carcinoma faringeo.

Las siguientes figuras ilustran las murucoidinas que poseen el acido simonico B como
nucleo oligosacarido, las murucoidinas I-III (Figura 5) se encuentran lactonizadas en C-2
de la segunda unidad sacarida en tanto que las murucoidinas IX, X y XVIII (Figura 6) se

encuentran lactonizadas en C-3.
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HO
OH
HO
Murucoidina R, R,
I H Acido 2-metilbutandico
II Acido 2-metilpropandico  Acido 2-metilbutandico
111 Acido 2-metilbutandico Acido 2-metilbutanoico
Figura 5. Murucoidinas I-111.
R,0 0
HO o ) S
OH
HO
Murucoidina R, R,
IX Acido 2-metilpropanéico Acido 2-metilbutanoico
X Acido 2-metilbutanoico Acido 8-hidroxidodecanodico
XVIII Acido 2-metilbutanoico Acido octanodico

Figura 6. Murucoidinas IX, X y XVIIL
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La Figura 7 muestra la estructura de las murucoidinas VI-VIII cuyo nucleo oligosacarido

corresponde al acido simdnico A.

0
o}
HO o 0 oH
OH
HO

Murucoidina R, R,

VI Acido 2-metilbutandico Acido dodecanoico

VII Acido 2-metilpropandico  Acido 2-metilbutanéico

VIII Acido 2-metilbutandico Acido 2-metilbutandico

Figura 7. Murucoidinas VI-VIII.

Las siguientes figuras muestran las murucoidinas que poseen el adcido operculinico A como
nucleo oligosacarido, la murucoidina IV (Figura 8) se encuentra lactonizada en C-2 de la
segunda unidad sacarida en tanto que las murucoidinas V, XI y XVII (Figura 9) se

encuentran lactonizadas en C-3.
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%
(6]
HO

(6]

ow
HO
0 O 0
0
I (0} (0] /4
e} o—y o}
OH
0
HO OH
HO \HO
OH

Figura 8. Murucoidina IV.

o G
Murucoidina Ry R, R3
A\ Acido 2-metilbutandico H Acido 2-metilbutandico
XI Acido 2-metilbutandico H Acido dodecanoico
XVII Acido 2-metilbutandico Acido cindmico Acido 2-metilbutandico

Figura 9. Murucoidinas V, XI y XVIIL.
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Las siguientes figuras muestran las murucoidinas que poseen el acido operculinico C como
nucleo oligosacarido, la murucoidina XIV (Figura 10) se encuentra lactonizada en C-3 de
la segunda unidad sacarida en tanto que las murucoidinas XV y XVI (Figura 11) se

encuentran lactonizadas en C-2.

Figura 10. Murucoidina XIV.
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HO
%
0
HO
0
ON
HO
ow 0
R,0 Y OR; 0
HO OH

Murucoidina R, R, R3
XV Acido 2-metilbutandico Acido 2-metilbutandico H
XVI Acido 2-metilbutanoico H Acido 2-metilbutanoico

Figura 11. Murucoidinas XV y XVI.

La Figura 12 muestra la estructura de las murucoidinas XII y XIII con 4cido operculinico
E como nucleo oligosacarido.

0
R,0
R,0 0
HO

OH
Murucoidina Ry R, R3
X1I Acido 2-metilbutanoilo Acido dodecanoico H

X111 Acido 2-metilbutanoilo H Acido dodecandico

Figura 12. Murucoidinas XII-XIII.
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Otro grupo de glicolipidos conocido como las murucinas I-V (Figura 13) fueron aisladas
de las raices de Ipomoea murucoides de un ejemplar colectado en Oaxaca y se evalud su
actividad citotoxica (Leodn et al., 2005). Estas resinas estan constituidas por un nucleo
pentasacarido que difiere de los ramificados descritos previamente para las muestras de
cazahuate de Morelos (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006). Sin embargo, estos resultados
deben utilizarse con cautela ya que el estado de Oaxaca no representa una region
importante para la distribucion de este cazahuate y se encuentra limitada a ejemplares

aislados, siendo la especie Ipomoea arborecens la mas abundante.

0 0
o)
OH
HO
HO
OH
Murucina R
1 Acetil
II Propanoil
I n-Butanoil
v 2-Metilbutanoil

Vv 3-Hidroxi-2-metilbutanoil

Figura 13. Murucinas I-V.
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3. Justificacion.

El presente trabajo de investigacion representa una continuacion del trabajo experimental
presentado por Chérigo en el afio 2007 y contempla el aislamiento, la purificacion y la
caracterizacion de algunos glicolipidos individuales minoritarios constitutivos de la jalapina
de las flores de Ipomoea murucoides con el objetivo de ampliar el conocimiento de la
diversidad estructural de este grupo de constituyentes anfipaticos que poseen potencial
como agentes moduladores de la resistencia a diversos agentes antibidticos (meticilina,
tetraciclina y norfloxacina, entre otros) en cepas de Staphyloccocus aureus (Chérigo et al.,
2008). De tal suerte que los principios oligosacaridos de las convolvulaceas pueden
representar agentes que administrados en combinacion con los agentes terapéuticos de uso
clinico potencien la accion de éstos y vuelvan a ser de utilidad para el tratamiento de las
infecciones ocasionadas por las cepas resistentes hospitalarias. Por tal motivo, se pretende
explorar la diversidad estructural de las murucoidinas para contribuir al descubrimiento de
nuevos productos naturales para explorar su potencial de accién bioldgica.
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4. Objetivos.

4.1. Objetivo general.

Aislar y purificar, mediante el uso de la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC),
algunos glicolipidos constitutivos minoritarios presentes en la mezcla compleja de resinas
glicosidicas del extracto cloroformico de las flores de Ipomoea murucoides con la finalidad
de ampliar el conocimiento de la diversidad estructural de estos metabolitos.

4.2. Objetivos especificos.

= Establecer las condiciones instrumentales de la cromatografia liquida de alta eficiencia
para aislar y purificar algunos constituyentes individuales minoritarios presentes en la
jalapina de la especie en estudio.

= Caracterizar las estructuras de los glicolipidos aislados y purificados mediante técnicas
espectroscopicas (RMN) y espectrométricas (EM-FAB).
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5. Parte experimental.

5.1. Determinacion de las constantes fisicas.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogeno ('H) y carbono-13
("3C) se determinaron en los equipos Varian VXL-500 y Bruker AMX-500, operando a una
frecuencia de 500 MHz para 'H y 125 MHz para °C. Se utiliz6 piridina deuterada (CsDsN)
y los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm utilizando como referencia interna
el tetrametilsilano (TMS). La rotacion oOptica se determind en un polarimetro Perkin-Elmer
241 utilizando metanol como disolvente. Los espectros de masas fueron registrados en un
espectrometro JEOL SX-102A, utilizando como método de ionizacion el bombardeo rapido
de 4atomos (EM-FAB) en el modo negativo y trietanolamina como matriz. El punto de

fusion se determin6 en un aparato Fisher-Johns y no esté corregido.

5.2. Métodos cromatograficos.

5.2.1. Cromatografia en capa fina.

El anélisis en CCF se efectu6é en cromatoplacas cubiertas de gel de silice 60 F,s4 Merck,
utilizando cloroformo-metanol (98:2 y 9:1) como eluyente; posteriormente se
humedecieron con un agente cromégeno (mezcla H,SO4 — sulfato cérico) y se revelaron por

calentamiento.

5.2.2. Cromatografia en columna abierta.

La cromatografia en columna abierta se realizd sobre gel de silice 60 Merck, de tamafio de
particula de 0.063 — 0.200 mm, para realizar el fraccionamiento primario del extracto

cloroférmico.
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5.2.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucion.

El andlisis y la separacion en cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) se
realizd en un equipo Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division, Milford,
MA, USA) equipado con un sistema de distribucion de disolvente y un refractometro
diferencial (Waters 410) integrado a un equipo de computo (OptiPlex GX280, Dell). El
control del equipo, la adquisicion de datos y el procesamiento de la informacion
cromatografica se realiz6 a través del programa Empower 2 (Waters). Una valvula de
reciclaje de muestra se adaptd al sistema cromatografico para la purificacion de los
compuestos. Las columnas empleadas para la separacion y purificacion en HPLC fueron:

= Columna analitica fase reversa C-18 Symmetry Waters (4.6 x 300 mm, 5 wm). Se

realizaron analisis preliminares para establecer las condiciones instrumentales.

= Columna preparativa fase reversa C-18 Symmetry Waters (19 x 300 mm, 7 um).

5.3. Colecta del material vegetal.

El material vegetal analizado consistio en flores secas de Ipomoea murucoides (426.8 g),
colectadas en la Ciudad Universitaria, Universidad Auténoma del Estado de Morelos,
Cuernavaca, Morelos en noviembre de 1996. La identificacion del material vegetal fue

realizada por el Bidlogo Gustavo Soria Rocha.

5.4. Preparacion del extracto clorof6rmico.

El material vegetal seco y pulverizado se sometié a extracciones sucesivas con cloroformo
(Q.P.) mediante un proceso de maceracion en periodos de tres dias durante dos semanas.
Posteriormente, se filtr6é el disolvente y se concentr6 a presion reducida. Se obtuvo un
rendimiento del 13.82 % (59 g) determinado respecto al peso del material vegetal seco

inicial.
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5.5. Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico.

El fraccionamiento primario del extracto cloroférmico se realizé mediante cromatografia en
columna abierta empacada con gel de silice utilizando como sistema de elucion cloroformo-
metanol (Q.P.) se inici6 la elucion con cloroformo y se aumento la polaridad con metanol.
Se obtuvieron 27 fracciones primarias (I - XXVII). El trabajo experimental se efectu6é con
las fracciones primarias XXIII y XXV para obtener los glicolipidos constitutivos de las

resinas de la planta en estudio.

5.6. Separacion y purificacion de los glicolipidos mediante HPLC.

La separacion de los glicolipidos individuales de la jalapina de Ipomoea murucoides se
realizd haciendo cortes de las fracciones primarias, utilizando la cromatografia liquida de

alta eficiencia. Las condiciones instrumentales consistieron en:

» Columna: C-18 preparativa Symmetry Waters (19 x 300 mm, 7 um).
»  Fase mévil: CH;CN — MeOH (9:1).

*  Flyjo: 9.0 mL/min.

= Detector: Indice de refraccion.

*  Volumen de inyeccion: 500 pL.

* Concentracion de la muestra: 0.1 mg/uL.

En todos los casos se aplicéd la técnica de reciclaje de muestra. Esta técnica consistido 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 seleccionadas para su purificacion.

5.6.1. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XXIII:

Se utilizaron 486 mg de la fraccion primaria XXIII empleando las condiciones preparativas
indicadas en la seccion 5.6. El perfil cromatografico (Figura 15; Resultados y Discusion,
seccion 6.3.1.) muestra aproximadamente seis picos. La muestra fue sometida a un proceso

de fraccionamiento a nivel preparativo para obtener una subfraccion de interés (B con tg=
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16.47 min), la cual fue reinyectada en la columna C-18 Symmetry utilizando como sistema

de elucion CH3CN —H,0 (95:5); flujo: 9.0 mL/min; volumen de inyeccion 500 pL.

5.6.2. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria XXV:

Se fraccionaron 185.8 mg de la fraccion primaria XXV, obteniéndose aproximadamente
trece picos (Figura 17; Resultados y discusion, seccion 6.3.2.) utilizando las condiciones
instrumentales descritas en la seccién 5.6. Las subfracciones H (tg= 30.85 min) y J (tg=
37.40 min) fueron reinyectadas independientemente en la columna C-18 Symmetry
utilizando como sistema de elucion CH3;CN —H,O (85:15); flujo: 9.0 mL/min; volumen de

inyeccion 500 pL. Se aplico la técnica de reciclaje de la muestra para la purificacion.
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6. Resultados y discusion.

6.1. Estudio quimico de las flores.

Del estudio quimico de las flores de Ipomoea murucoides (Chérigo, 2007) se aislaron e
identificaron compuestos tetrasacaridos y pentasacaridos que constituyen el ntcleo
estructural de las resinas glicosidicas de esta especie: los acidos operculinicos C y E
(tetrasacaridos); el acido orpeculinico A y los acidos siménico A y B (pentasacatridos). Se
obtuvieron veintiun glicolipidos de los cuales dieciocho son novedosos: las murucoidinas I
— XVIII (Figuras 5 a 12). El presente trabajo experimental representa la continuacion del
estudio quimico de las flores de Ipomoea murucoides realizado por Chérigo en 2007 y se
enfoco a la separacion, la purificacion y la caracterizacion de los glicolipidos minoritarios

que no fueron caracterizados en dicho estudio.

6.2. Extraccion y fraccionamiento.

La preparacion del extracto cloroformico de las flores de [pomoea murucoides permitio la
obtencion de 59 g de jalapina, la cual fue sometida a un fraccionamiento en columna abierta
para lograr una separacion preliminar de los constituyentes presentes en el extracto de
acuerdo a su polaridad. La Figura 14 muestra las cromatoplacas en capa fina que se
realizaron durante el monitoreo del fraccionamiento primario segun las condiciones

descritas en la seccion 5.2.1. de la Parte experimental.
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R: Extracto cloroformico de las flores.

I-XXVII: Fracciones primarias.
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Figura 14. Cromatografia en capa fina de los eluatos obtenidos de fraccionamiento

primario de la jalapina de las flores de Ipomoea murucoides.

Al revelar las cromatoplacas con la mezcla de sulfato cérico y acido sulfurico, se pudo
determinar que las fracciones primarias XXIII — XXV contenian resinas glicosidicas ya
que desarrollaron el color amarillo parduzco caracteristico de estos principios después de su
calentamiento. El trabajo experimental se efectud con las fracciones primarias XXIII y
XXV para obtener algunos glicolipidos minoritarios constitutivos de las resinas de la

especie en estudio.

28



Resultados y discusion

6.3. Separacion y purificacion de los glicolipidos mediante HPLC.

La similitud estructural y por lo tanto, el comportamiento cromatografico de los
constituyentes individuales de las mezclas de resinas glicosidicas representan los
principales impedimentos para la purificacion mediante el uso de técnicas cromatograficas
convencionales (por ejemplo, la cromatografia en columna abierta sobre gel de silice o el
empleo de sephadex), ya que la aplicacion de éstas unicamente permite la purificacion
parcial de las mezclas de oligosacaridos. La purificacion total de los constituyentes
individuales de las resinas glicosidicas se ha logrado mediante el empleo de la

cromatografia de liquidos de alta eficiencia (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

Se realizaron pruebas preliminares a nivel analitico para efectuar la separacion de los
constituyentes presentes en las fracciones primarias XXIII y XXV en un sistema
cromatografico con detector de indice de refraccion. Se utilizé la columna analitica de fase
reversa enlazada con dimetiloctadecilsilano (C-18), ya que el uso de estas columnas se ha
descrito para la purificacion de los productos naturales anfipaticos presentes en las

glicorresinas de las convolvulaceas (Pereda-Miranda y Bah, 2003).

6.3.1. Fraccionamiento de la fraccion primaria XXIII:

Cuando se encontraron las condiciones instrumentales a nivel analitico apropiadas para la
separacion, se procedio a realizar el escalamiento a nivel preparativo para aislar y purificar
algunos de los constituyentes individuales presentes en dichas fracciones. Las condiciones
instrumentales a nivel preparativo se describen en la Parte Experimental, seccion 5.6. La
Figura 15 muestra el perfil cromatografico de la fraccion primaria XXIII empleando las

condiciones anteriormente citadas.
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Figura 15. Cromatograma generado mediante HPLC a nivel analitico de la fraccion
primaria XXIII.

El fraccionamiento secundario a nivel preparativo permitio la obtencion de mezclas de
menor complejidad que permitieron su posterior resolucion y purificacion. La subfraccion
B (tg= 16.47 min) obtenida de la fraccion primaria XXIII fue reinyectada en la columna C-
18 Symmetry con el sistema de elucion CH3;CN —H,0 (95:5); flujo: 9.0 mL/min; volumen
de inyeccion 500 pL. La Figura 16 muestra la purificacion realizada para dicha

subfraccion mediante la aplicacion de la técnica de reciclaje de la muestra:
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Figura 16. Purificacion de la subfraccion B utilizando la técnica de reciclaje.

6.3.2. Fraccionamiento de la fraccion primaria XXV:

Se utilizaron 185.8 mg de la fraccion primaria XXV, obteniéndose aproximadamente diez
picos (Figura 17) con las condiciones instrumentales antes mencionadas para realizar el

fraccionamiento.

100,00+
0,00
~100.00

T T T T T T T T T
000 200 400 600 800 10,00 12.00 14.00 16.00 1800 2000 200 2400 2600 2800 3000 3200 34.00 3600 00 000 4200
Minutes

Figura 17. Cromatograma generado mediante HPLC a nivel analitico de la fraccion
primaria XXYV.

31



Resultados y discusion

La subfraccion H (tg= 28.89 min) fue reinyectada en la columna C-18 Symmetry con el
sistema de elucion CH3;CN —H,0 (85:15); flujo: 9.0 mL/min; volumen de inyeccién 500

UL. Se aplico la técnica de reciclaje de la muestra para la purificacion (Figura 18).
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Minutes

Figura 18. Purificacion de la subfraccion H utilizando la técnica de reciclaje.

La subfraccion J (tg= 35.40 min) fue reinyectada en la columna C-18 Symmetry con el
sistema de elucion CH3;CN —H,0 (85:15); flujo: 9.0 mL/min; volumen de inyeccion 500

UL. Se aplico la técnica de reciclaje de la muestra para la purificacion (Figura 19).
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Figura 19. Purificacion de la subfraccion J utilizando la técnica de reciclaje.
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6.4. Caracterizacion de los glicolipidos.

La caracterizacion estructural de los glicolipidos purificados se realizd6 mediante técnicas
espectroscopicas unidimensionales (RMN '"H y C) y bidimensionales (RMN HSQC,
COSY, TOCSY y HMBC). Se identificaron como ntucleos oligosacaridos los acidos:

simonico B (murucoidinas III y XIX) y operculinico A (murucoidina V).

La asignaciéon de sefiales de RMN 'H y >C (Cuadros 7 y 8) de los glicolipidos
individuales purificados se realizd empleando los espectros unidimensionales de 'H y °C
(Figuras 22) y bidimensionales: homonucleares (COSY y TOCSY) y heteronucleares
(HSQC) (Duus et al., 2000).

6.4.1. Elucidacion estructural de la murucoidina XIX (1)

El analisis de los espectros unidimensionales de RMN 'H (Figura 20) y °C (Figura 21)
permitio la obtencion de informacidén general acerca de la estructura de la murucoidina

XIX.

T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 28 24 20 16 12 0.8 0.4

Figura 20. Espectro de RMN 'H de la murucoidina XIX (1).
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Del espectro de RMN 'H, se pueden distinguir las siguientes sefiales caracteristicas:

Triplete cuarteteado (2.37 ppm): Proton H-2
Metilbutirato Doblete (1.07 ppm): Proton 2-Me
Triplete (0.84 ppm): Proton 3-Me

Acetato Singulete (2.05 ppm): Protén H-2.

Cinco dobletes (4.70-6.20 ppm): Protones anoméricos.

Cinco dobletes (1.36-1.66 ppm): Grupos metilos de las 6—desoxihexosas.

Nicleo
Desproteccion de los metinos Ram’-2 y Ram’’-4, por lo que los hidroxilos de estas
oligosacarido . .
posiciones deben encontrarse acilados.
Lactonizacion en Ram-2.
. Dos protones no equivalentes del grupo metileno en posicion alfa del grupo
Aglicona

carbonilo de la macrolactona: (2.2 - 2.9 ppm).

El nimero de protones anoméricos establecié la naturaleza pentasacarida del nucleo
glicosidico, en tanto que la magnitud de las constantes de acoplamiento de dichos protones
indico la presencia de unidades de ramnosa (J = 1.5, 2.0 Hz) y una unidad de fucosa (J =

7.5 Hz) que corresponden al 4cido simonico B (Duus et al., 2000).

“““““““““‘
PPM 1700 160.0 1500 140.0 I¥ 130.0 20.0 1100 100.0  90.0 80.0 70.0

Figura 21. Espectro de RMN"’C de la murucoidina XIX (1).
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Tres sefales con desplazamientos entre 170 — 176 ppm sugieren la presencia de dos grupos
carbonilo de los residuos acidos que se encuentran acilando al nucleo oligosacarido y el

carbonilo de la lactona macrociclica formado por la aglicona.

El primer paso para la asignacion de las sefales consistio en localizar en el espectro
heteronuclear HSQC (Figura 22) los carbonos anoméricos con desplazamientos quimicos
entre 98 — 105 ppm y sus respectivos protones cuyos desplazamientos se observan entre 4.5

— 6.5 ppm (Agrawal, 1992; Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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Figura 22. Seccion anomérica del espectro heteronuclear HSQC de la murucoidina XIX.

Posteriormente, se asignaron las sefales protonicas para cada unidad sacarida del ntcleo a
partir de los espectros homonucleares bidimensionales COSY y TOCSY. En el espectro

COSY (Figura 23) se establecio la conectividad para conocer la secuencia Jyy para cada
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unidad sacérida iniciando con el protéon anomérico que se determinod a partir del espectro

HSQC.

[
¥ I I LA | ! I L I T T =1

62 60 58 56 54 52 50 48 48 44 42 40 3

Figura 23. Seccion de la porcion oligosacarida del espectro homonuclear COSY de la
murucoidina XIX en donde se ilustran las conectividades para la ramnosa interna Ram’.

El experimento TOCSY (Figura 24) permitid establecer la conectividad a lo largo del
sistema de espines de cada unidad del oligosacarido. Este experimento permitié corroborar
la asignacion inequivoca de cada una de las sefales pertenecientes a las unidades
monosacaridos individuales del ntcleo oligosacarido. Se identificaron los protones

anoméricos y se establecieron los protones que tienen interaccion con él.
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Figura 24. Seccion de la porcion oligosacarida del espectro TOCSY de la murucoidina
XIX en donde se ilustran las senales de las unidades sacaridas.

Una vez identificadas las sefiales de los protones de cada unidad sacarida se procedié a
asignar las sefiales de RMN "°C para cada unidad mediante la técnica HSQC (Duus et al.,

2000).

La confirmacién de la secuencia de glicosidacion y de los sitios de esterificacion en el
nucleo oligosacarido, que incluyen las posiciones para el establecimiento de la
lactonizacion con la aglicona y la localizacioén de las dos posiciones de acilacion, se realizo
mediante la secuencia de pulsos HMBC (Figura 25) que permite detectar las

conectividades 'H-">C a dos y tres enlaces (**Jc.iy) (Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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Figura 25. Seccion de la region oligosacarida del espectro HMBC de la murucoidina XIX
en donde se ilustran las conectividades de los carbonos anoméricos de las unidades

sacaridas.

Posterior al establecimiento de la secuencia de glicosidacion se asignaron los sitios de

esterificacion (Figura 26) empleando la secuencia de pulsos HMBC a partir del

acoplamiento de carbonilos con los hidrogenos o al carbonilo de la aglicona y los metinos

H-2 de los residuos de acido.
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Figura 26. Seccion del espectro HMBC de la murucoidina XIX donde se ilustran las
correlaciones entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres (ac, jal y mba)
con las senales protdnicas geminales a los grupos acilantes.

6.4.2. Elucidacion estructural de l1a murucoidina III (2)

El compuesto puro obtenido a partir de la fraccion XXV-H fue identificado como la
murucoidina III por comparacidn de las constantes espectroscopicas de RMN 'H (Figura

27) y de °C (Figura 28) con los de una muestra de referencia (Chérigo et al., 2006).
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Figura 27. Espectro de RMN 'H del compuesto 2.

Del analisis del espectro de RMN 'H, se observé la presencia de dos residuos de 4cido

metilbutirico y se establecio la naturaleza pentasacarida del compuesto:

Dos tripletes cuarteteados (2.32 y 2.47 ppm): Proton H-2
Metilbutirato Dos dobletes (1.04 y 1.18 ppm): Protén 2-Me
Dos tripletes (0.82 y 0.91 ppm): Proton 3-Me

Cinco dobletes (4.70-6.08 ppm): Protones anoméricos.

Cinco dobletes (1.37-1.62 ppm): Grupos metilos de las 6-desoxihexosas.

Nucleo
Desproteccion de los metinos Ram’-2 y Ram’’-4, por lo que los hidroxilos de estas
oligosacarido - .
posiciones deben encontrarse acilados.
Lactonizacion en Ram-2.
. Dos protones no equivalentes del grupo metileno en posicion alfa del grupo
Aglicona

carbonilo de la aglicona: (2.2 - 2.9 ppm).

Las constantes de acoplamiento de los protones anoméricos permitieron determinar que el
nucleo oligosacarido corresponde al acido simoénico B, constituido por una unidad de
fucosa y cuatro unidades de ramnosa. Los dobletes de los protones anoméricos registraron

las siguientes constantes de acoplamiento: fucosa (J = 7.5 Hz) y ramnosa (J = 1.5, 2.0 Hz).
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Figura 28. Espectro de RMN'*C de la murucoidina III.

En el espectro de '“C del compuesto 2 se observan cinco carbonos anoméricos
(desplazamientos entre 98 y 105 ppm) y tres sefiales caracteristicas de carbonilos
(desplazamientos entre 173 y 177 ppm) que corresponden a los dos residuos de acido
metilbutirico identificado en el espectro de RMN 'H que se encuentran acilando al nucleo
oligosacarido y el carbonilo de la lactona macrociclica formado por la aglicona. La
asignacion de las sefiales de 'H y "°C inici6 con la localizacion de los carbonos y protones

anoméricos en el espectro heteronuclear HSQC (Figura 29).

A partir de los espectros homonucleares bidimensionales COSY y TOCSY se realiz6 la
asignacion de las sefiales de los metinos de las cinco unidades sacaridas del nucleo. En el
espectro COSY (Figura 30) se estableci6 la secuencia de conectividades Jpy iniciando con
el proton anomérico. Simultaneamente, se analiz6 el experimento TOCSY (Figura 31) para
corroborar la asignacion inequivoca de los metinos de las unidades sacaridas del nucleo

oligosacarido.
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Figura 29. Seccion anomérica del espectro HSQC de la murucoidina III.
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Figura 30. Seccion de la porcion oligosacérida del espectro COSY de la murucoidina ITT
en donde se ilustran las conectividades para la ramnosa interna Ram’.
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Figura 31. Seccion de la porcion oligosacérida del espectro TOCSY de la murucoidina ITT
en donde se ilustran las sefiales de las unidades sacaridas.

Cuando se identificaron las sefiales protonicas de los experimentos COSY y TOCSY se
asignaron las sefiales de RMN °C para cada unidad sacarida mediante la secuencia HSQC

(Duus et al., 2000).
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La secuencia de pulsos HMBC fue utilizada para confirmar la secuencia de glicosidacion
de las unidades sacaridas asi como las posiciones de esterificacion (Figura 32) de los

residuos de acido metilbutirico y de la lactona macrociclica de la aglicona.

Ram’* H-4

Ram® H-2 Ram H-2

- 172
Jal-C, -172
—174
—178
176
s
Mba’-C,
~177
- ppm

Ppm 5.9 5.8

Figura 32. Seccion del espectro HMBC de la murucoidina III donde se ilustran las
correlaciones entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres (jal, mba y
mba’) con las sefales protonicas geminales a los grupos acilantes.

6.4.3. Elucidacion estructural de la murucoidina V (3)
Se identifico el compuesto XXV-J como la murucoidina V debido a la similitud mostrada

al realizar la comparacion de sus constantes espectroscopicas de RMN 'H (Figura 33) y de

Be (Figura 34) con las de una muestra de referencia (Chérigo et al., 2006).
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Figura 33. Espectro de RMN 'H de la murucoidina V.

El espectro de RMN 'H muestra la presencia de cinco unidades sacaridas y dos residuos de

acido metilbutirico:

Dos tripletes cuarteteados (2.44 y 2.48 ppm): Proton H-2
Metilbutirato Dos dobletes (1.10 y 1.18 ppm): Protén 2-Me
Dos tripletes (0.83 y 0.92 ppm): Proton 3-Me

Cinco dobletes (4.82-6.34 ppm): Protones anoméricos.

Cuatro dobletes (1.38-1.60 ppm): Grupos metilos de las 6—desoxihexosas.

Nucleo
Desproteccion de los metinos Ram’-2 y Ram’’-4, por lo que los hidroxilos de estas
oligosacarido . .
posiciones deben encontrarse acilados.
Lactonizacion en Ram-3.
. Dos protones no equivalentes del grupo metileno en posicion alfa del grupo
Aglicona

carbonilo de la aglicona: 2.2 - 2.9 ppm.

Las constantes de acoplamiento permitieron determinar que el nucleo oligosacarido
corresponde al acido operculinico A que consta de una unidad de glucosa, una unidad de
fucosa y tres unidades de ramnosa. Los dobletes de los protones anoméricos registraron

constantes de acoplamiento para glucosa y fucosa (J= 7.5 Hz) y ramnosa (J = 1.5, 2.0 Hz).
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Figura 34. Espectro de RMN °C de la murucoidina V.

En el espectro de °C de la murucoidina V se puede observar:

* Cinco carbonos anoméricos con desplazamientos entre 99 y 106 ppm que confirmaron
la presencia de sus correspondientes unidades sacaridas.

= Tres sefiales con desplazamientos entre 174 — 177 ppm indican dos grupos carbonilo de
acidos que se encuentran acilando al nucleo oligosacarido y el carbonilo de la lactona
macrociclica formado por la aglicona.

» (Carbono del grupo hidroximetileno no sustituido correspondiente a la glucosa en 62.6

. ., ~ 1 13 e ., . .,
La asignacion de las sefiales de H y “C inici6 con la localizacion de los carbonos y

protones anoméricos en el espectro heteronuclear HSQC (Figura 35).
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Figura 35. Seccion anomérica del espectro heteronuclear HSQC de la murucoidina V.

De los espectros homonucleares bidimensionales COSY y TOCSY se asignaron las sefiales
de los metinos de las cinco unidades sacaridas del nucleo. En el espectro COSY (Figura

36) se establecio la secuencia de conectividades Jjy iniciando con el proton anomeérico.
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Figura 36. Seccion de la porcion oligosacarida del espectro COSY de la murucoidina V en
donde se ilustran las conectividades para la ramnosa interna Ram.

Se corrobor6d la asignacion de los metinos de las unidades sacéaridas con ayuda del

experimento TOCSY (Figura 37):
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Figura 37. Seccion de la porcion oligosacarida del espectro TOCSY de la murucoidina V
en donde se ilustran las sefiales de las unidades sacaridas.

El experimento HMBC confirmo6 la secuencia de glicosidacion de las unidades sacaridas y

las posiciones de esterificacion de los residuos de acido metilbutirico y de la lactona

macrociclica de la aglicona. La esterificacion (Figura 38) se asignd a partir del

acoplamiento de carbonilos con los hidrogenos a al carbonilo de la aglicona y los metinos

H-2 de los residuos de acido en la secuencia HMBC.
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Figura 38. Seccion del espectro HMBC de la murucoidina V donde se ilustran las
correlaciones entre los carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres (jal, mba y
mba’) con las sefales protonicas geminales a los grupos acilantes.
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Cuadro 7. Desplazamientos quimicos en la RMN 'H de los compuestos 1-3.

Proton’

Compuesto 1

Compuesto 2

Compuesto 3

1 473 d(7.59 4.70d (7.4) 4.82d(7.9)
2 4.16dd (7.5, 9.5) 4.14 dd (7.4,9.5) 4.50dd (7.9, 9.4)
Fuc 3 4.07dd (9.5,5.5) 4.04 dd (9.5, 3.5) 4.19dd (9.4,2.9)
4 3.99d (3.0) 3.96d (3.5) 3.90*
5 3.78dq (5.5, 6.5) 3.74 dq (0.7, 6.2) 3.82dq (0.5, 6.3)
6 1.51d (6.0) 1.48 d (6.2) 1.50d (6.3)
1 5.48d (1.5) 5.45d(1.6) 6.34d(1.3)
2 5.95dd (2.0, 3.5) 5.92dd(1.6,3.3) 5.22 sa
Ram 3 5.02dd (3.0,9.5) 498 dd (3.3,9.5) 5.64dd (2.7,9.8)
4 4.23dd (9.5, 9.5) 4.18dd (9.5, 9.5) 4.66 dd (9.7,9.7)
5 4.44 d (9.5, 6.0)q 4.40dq (9.5,6.2) 4.88 sa
6 1.62 d (6.0) 1.58 d (6.2) 1.60d (6.1)
1 6.12d (2.0) 6.08d (1.7) 5.58d (1.3)
2 5.97dd (2.0, 3.0) 5.94dd (1.7, 3.0) 6.00 dd (1.6, 3.3)
Ram’ 3 4.61dd (3.0,9.5) 4.58 dd (3.0, 9.0) 4.56 dd (3.4,9.0)
4 4.26 dd (9.5, 9.5) 4.24 dd (9.0, 9.0) 4.23dd (9.2,9.2)
5 4.35dq (9.5, 6.0) 4.32.dq (9.0, 6.0) 4.32dq (9.2,6.2)
6 1.65d (6.5) 1.62 d (6.0) 1.56d 6.2)
1 5.89d(1.5) 5.86d (1.0) 6.16d (1.7)
2 4.72dd (1.5, 3.0) 4.68 dd (1.0, 3.0) 4.88 sa
Ram”’ 3 4.49 dd (3.0, 9.5) 4.45dd (3.0, 9.6) 4.43dd (3.2,9.5)
4 5.81t(9.5) 5.78 dd (9.6, 9.6) 5.72dd (9.3,9.3)
5 4.33dq (9.5, 6.5) 4.35dq (9.6, 6.0) 4.32.dq (9.0, 6.6)
6 1.38 d (6.5) 1.37 d (6.0) 1.38 d (6.3)
1 5.64d(1.5) 5.60d (1.5)
2 4.85dd (1.5, 3.5) 4.80dd (1.5,2.5)
Ram®”’ 3 4.41dd (5.5, 8.0) 4.38dd (3.0, 8.9)
4 4.27 dd (8.0, 9.0) 4.21dd (8.9,9.4)
5 4.26 dq (4.5,9.5) 4.19dq (9.4, 6.0)
6 1.56 d (5.5) 1.53 d (6.0)
1 5.05d(7.6)
2 3.90*
3 4.12 dd (8.9, 8.8)
Glu 4 4.14 dd (8.8,9.1)
5 3.84 ddd (3.4, 6.0, 9.0)
6a 4.31dd (6.1,12.3)
6b 4.44 dd (3.0, 12.0)
2a | 2.23ddd (3.5,9.0,12.5) | 2.21ddd (3.9, 8.2, 14.2) | 2.23 dd (2.8, 7.2, 14.6)
Jal 2b | 2.40ddd (3.5,9.0, 12.5) | 2.37ddd (3.9, 8.2, 14.2) 2.55d (3.2, 146)
11 3.86 m 3.83 m 3.88 m
16 0.88 t(7.0) 0.851(7.0) 0.90 t (7.5)
2 2.37tq (6.5, 7.0) 2.32tq (7.1, 7.0) 2.44tq (6.9, 7.0)
Mba  2-Me 1.07 d (7.0) 1.04 d (7.0) 1.10d (6.9)
3-Me 0.84 t(7.5) 0.82t(7.4) 0.83t(0.83)
2 2.47 tq (7.0) 2.48 tq (6.9, 7.0)
Mba’ 2-Me 1.18d (7.0) 1.18 d (7.0)
3-Me 0.91 t(7.4) 0.92t(7.4)
Ac 2 2.05s

* Sefiales sobrepuestas. Entre paréntesis las constantes de acoplamiento en Hz. sa: singulete ancho, d:
doblete, t: triplete, m: multiplote, dq: doblete cuarteteado, sept: septuplete. | Fuc: Fucosa, Ram: Ramnosa,

Glu: Glucosa,

Jal:  Acido

metilpropanodico, Ac: Acido acético.

11-hidroxidodecanoico,

Mba:

Acido  2-metilbutanoilo,

Iba: Acido
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Cuadro 8. Desplazamientos quimicos en la RMN °C de los compuestos 1-3.

Carbono' Compuesto 1 | Compuesto 2 | Compuesto 3
1 104.3 104.2 101.5
2 80.3 80.2 73.6
Fuc 3 73.3 73.4 76.6
4 73.0 73.3 73.6
5 70.8 70.8 71.3
6 17.4 17.3 17.2
1 98.8 98.7 100.1
2 73.9 73.9 70.0
Ram 3 69.9 69.9 78.3
4 79.9 79.9 75.7
5 68.6 68.6 68.0
6 19.5 19.4 19.2
1 99.2 99.2 99.1
2 73.1 72.9 72.2
Ram’ 3 79.6 79.5 80.2
4 80.3 80.1 78.8
5 68.1 68.2 68.1
6 18.8 18.8 18.7
1 103.7 103.8 103.4
2 72.6 72.7 72.4
Ram”’ 3 70.2 70.2 70.2
4 75.3 74.7 75.2
5 68.5 68.5 68.1
6 17.8 17.8 18.0
1 104.9 104.8
2 72.5 72.5
Ram’”’ 3 72.5 72.6
4 73.5 73.4
5 70.5 70.5
6 18.6 18.5
1 105.1
2 75.2
3 78.1
Glu 4 70.8
5 77.8
6 62.6
1 173.1 173.1 174.4
Jal 2a 343 343 343
11 82.3 82.3 79.5
16 14.3 14.3 14.5
1 175.5 175.5 176.1
2 41.5 41.4 41.3
Mba ) e 16.8 16.8 16.8
3-Me 11.8 11.7 11.6
1 176.3 176.3
, 2 41.5 41.5
Mba” ) Me 16.9 17.0
3-Me 11.7 11.7
1 170.6
Ac >

' Fuc: Fucosa, Ram: Rammnosa, Glu: Glucosa, Jal: Acido 11-

hidroxidodecandico, 'Mba: Acido  2-metilbutanoilo, Iba:  Acido
metilpropandico, Ac: Acido acético.
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6.5. Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas en su modalidad de bombardeo por 4&tomos acelerados (FAB)
representa una técnica analitica esencial en la elucidacion estructural de los glicolipidos de
las convolvulédceas y de sus correspondientes acidos glicosidicos ya que permite la
deteccion de iones quasi-molecular, tanto en su modalidad positiva, [M + H]" y/o [M +
Na/K]", como negativa [M — HJ. Estas especies cargadas son de utilidad para el
establecimiento de la formula molecular (Pereda-Miranda y Bah, 2003). La espectrometria
de masas en la modalidad FAB (modo negativo) fue empleada para determinar los pesos
moleculares de los glicolipidos 1-3. En cada espectro se observaron los picos que con
mayor frecuencia se generan producto de las fragmentaciones glicosidicas (Pereda-Miranda

y Bah, 2003).

6.5.1. Espectrometria de masas modalidad FAB negativo de las murucoidinas
XIXy III.

Estas murucoidinas poseen el nucleo del 4cido simonico B, el cual esta constituido por una
unidad de fucosa y cuatro de ramnosa. Este nucleo muestra el siguiente patron de

fragmentacion: iones de m/z 271, 417 y 545 (Figura 39):

-
; Bi R, imle'?l
T P o
AL TR s T T
Rl-é—O—Ram -;—;—O—Ram’—io—Ram—irO—Puc —;—O— CH
L] e
1 pa | -0 — o0

Figura 39. Patron de fragmentacion de los compuestos 1y 2.
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La espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo del compuesto 1 mostr6 un ion
pseudomolecular [M — H] de m/z 1109 (Figura 41). Su férmula molecular se establecio
como Cs3HggOy4 También, se observaron los picos comunes de fragmentacion (Figura 40)
provocados por las rupturas de los enlaces glicosidicos confirmando la presencia de los

residuos que esterifican el nacleo oligosacarido.

miz417  OH
4

miz 545
*

miz 1067 +=-=""

miz 921 «-7 7 CH
HO

Figura 40. Fragmentacion de la murucoidina XIX.
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Figura 41. Espectro de masas modo FAB negativo de la murucoidina XIX.

La murucoidina III (2) en la espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo
mostro un ion pseudomolecular [M — H] de m/z 1151 (Figura 42). Su formula molecular
se establecido como CsgHysO,4, El compuesto 3 presenta el acido 2-metilbutanoico acilando
el oligosacarido por lo que el fragmento 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 (Figura 43).

1004 Uil
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I B I B B B I B B L I L Rl Rl LIS L LI LR LA |
200 400 [={n ] 200 1000 1200

miz

Figura 42. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina III (2).
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miz 271

iz 1067+ ===

HO

Figura 43. Fragmentacion de la murucoidina II1.

Espectrometria de masas modalidad FAB negativo de la murucoidina V.

La murucoidina V posee el nucleo del acido operculinico A, el cual esta constituido por una

unidad de glucosa, una de fucosa y tres de ramnosa. La Figura 44, ilustra el patron de

fragmentacion caracteristico que sufren estos compuestos: m/z 271, 417 y 545, este ultimo

fragmento que presenta una diferencia de 18 (H,O) unidades de masa indica que la

localizacion de la esterificacion intramolecular en el nucleo oligosacarido se sithia en la

unidad de ramnosa interna superior (Ram).
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L
EBE R, irm’zl?l
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Figura 44. Patrén de fragmentacion de la murucoidina V (3).

La espectrometria de masas en la modalidad FAB negativo de la murucoidina V (3) mostro
un ion pseudomolecular [M — H] de m/z 1167 (Figura 45). Su férmula molecular se
establecido como CsgHysO»s El acido 2-metilbutanoico se encuentra esterificando al nucleo
oligosacarido por lo que el fragmento A de m/z 1083 [M — H] corresponde a la pérdida del
residuo de 2-metilbutanoico con una diferencia de 84 unidades con respecto al ion quasi-

molecular (Figura 46).
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Figura 45. Espectro de masas modo FAB negativo para la murucoidina V (4).
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Figura 46. Fragmentacion de la murucoidina V.
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Las Figuras 47 a 49 muestran las estructuras de las murucoidinas XIX, III y V

respectivamente.

HO

Figura 47. Estructura de la murucoidina XIX (1).

HO

Figura 48. Estructura de la murucoidina III (2).
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Figura 49. Estructura de la murucoidina V (3).
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7.

a)

b)

Conclusiones

Conclusiones

Se contribuy6 al conocimiento de la diversidad estructural de glicolipidos presentes en
la jalapina de las flores de Ipomoea murucoides, ya que se lograron aislar y purificar
mediante la aplicacion de la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) tres

glicolipidos, de los cuales uno es novedoso: la murucoidina XIX.

Se aislaron e identificaron dos nticleos pentasacaridos constitutivos de las murucoidinas
III, V y XIX, los cuales se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas (RMN)
como:

Acido siménico B: O-@L-ramnopiranosil-(1—3)-O-[ o+L-ramnopiranosil-(1—4)]-0-a-
L-ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-S-D-fucopirandsido del
acido (1195)-hidroxihexadecanoico.

Acido operculinico A: O-B-D-glucopiranosil-(1—3)-O-[ o-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-
orL-ramnopiranosil-(1—4)-O-o~L-ramnopiranosil-(1—2)-O-f-D-fucopiranosido  del

acido (1195)-hidroxihexadecanoico.

La acilacion de los glicolipidos caracterizados ocurre en las posiciones C2 y C4 de las
ramnosas Ram’ y Ram’’, respectivamente. Estas acilaciones corresponden a los acidos
metilbutirico y acético en el caso de la murucoidina XIX, en tanto que las acilaciones

de las murucoidinas III y V corresponden al acido metilbutirico.
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