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Introduccion

. INTRODUCCION.

Las plantas medicinales 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 autéctonas que se
han preservado como: pictografias, cddices, libros sagrados, pinturas murales,
esculturas y figuras de ceramica, asi como una rica tradicién oral de los diferentes
grupos étnicos aun existentes. Las fuentes mencionadas representan una amplia
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 alucindbgenas (de uso en los rituales
religiosos) es la familia de las convolvuldceas donde los géneros mas significativos
son Ipomoea, Convolvulus, Exogonium y Operculina (Pereda-Miranda y Bah,
2003). Una de las caracteristicas mas notables de esta familia es la presencia de
células secretoras de resinas glicosidicas en sus tejidos foliares y radiculares
(Bruneton J, 1993). Desde el punto de vista quimico, las resinas glicosidicas de
las convolvulaceas son derivados glicosilados de acidos grasos mono o
dihidroxilados de 6 a 16 atomos de carbono, conocidos como glicolipidos. Los
glicolipidos caracteristicos del género Ipomoea constituyen una serie de
oligosacaridos que tienen la particularidad de ser moléculas anfipaticas por la
presencia simultdnea en su estructura molecular de un nucleo sacarido y una
porcion hidrofobica constituida por la aglicona, la cual forma generalmente un
éster intramolecular con la cadena oligosacarida. En las resinas glicosidicas

podemos encontrar carbohidratos y ésteres de acidos volatiles y no volatiles.
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Los acidos volatiles identificados con mayor frecuencia son tiglico, isobutirico,
metilbutirico, nilico (Hernandez-Carlos et al., 1999) y cindmico. Los acidos grasos
caracterizados en las especies del género Ipomoea incluyen los acidos hexanoico,
octanoico, decanoico y dodecanoico. EIl acido 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, D-fucosa, D-quinovosa y L-

ramnosa.

Las propiedades biologicas de las resinas glicosidicas son diversas e incluyen
principalmente las antimicrobianas (Pereda-Miranda et al., 2006a),
anticancerigenas (Reynolds et al., 1995) y, en especial, purgantes (Pereda-
Miranda y Bah, 2003).

Existen varios criterios de seleccion para estudiar la composicion quimica de una
planta, uno de ellos es el quimiotaxonémico, el cual junto con la importancia como
remedio en la medicina tradicional nos permitieron seleccionar a la especie
medicinal lpomoea pes-caprae, para continuar con la investigacién de este género
y ampliar el conocimiento sobre la diversidad estructural de las resinas
glicosidicas. (Pereda-Miranda et al., 2005; Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda,
2007)
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Il. ANTECEDENTES.
2.1 Familia Convolvulaceae y el género Ipomoea.

El nombre Convolvulaceae deriva del latin convolvo que significa entrelazarse y se
refiere al crecimiento de las especies de esta familia en forma de enredaderas
entrelazadas que se sujetan alrededor de un soporte. Una de sus caracteristicas
anatémicas mas notables es la presencia de células secretoras de resinas
glicosidicas presentes en sus tejidos foliares y en sus raices. Estas glicorresinas
tienen importancia medicinal debido a su acciéon purgante y son ampliamente
utilizadas en las regiones tropicales y templadas del mundo. Muchas de ellas son
parte de los géneros Convolvulus, Exogonium, Ipomoea, Merremia y Operculina
y se encuentran incluidas en numerosas farmacopeas de paises asiaticos y
europeos. (Pereda-Miranda y Bah, 2003; Escalante-Sanchez et al., 2007).

La familia Convolvulaceae se encuentra distribuida en el mundo, especialmente en
las zonas tropicales de Asia y América, particularmente en regiones que presentan
temporadas de estiaje. En el mundo se estiman alrededor de 55 géneros y 1650
especies. Los géneros mas representativos son Convolvulos (250 especies),
Ipomoea (500 especies) y Cuscuta (170 especies). Dentro de las angiospermas,
la familia Convolvulaceae representa una de las mas grandes y diversas de
México, reportandose 15 géneros y aproximadamente 217 especies, siendo el
género Ipomoea uno de los mayoritarios con un grado de endemismos
aproximadamente del 65%, es decir, 104 especies se encuentran presentes en
México de las 160 que conforman este género (Mc Donnald, 1991). La
distribucion de estas especies en el pais muestra que el endemismo del género
Ipomoea esta concentrado en las regiones subtropicales de la costa del Pacifico.
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La mayoria de las plantas del género Ipomoea son enredaderas con tallos
enroscados que alcanzan de 1 a 5 metros. Existen unas cuantas especies como /.
phillomega e I. santillanii que se presentan como lianas tropicales y alcanzan
alturas de hasta 15 metros. Otras especies como [. imperata e |. pes-caprae
alcanzan tamanos similares, pero han perdido su capacidad de enroscarse
creciendo de manera tendida para formar cubiertas extensas sobre dunas en
arenas costeras. Otras especies de las zonas aridas (/. stans, I. duranguensis e
|. sescossiana) forman arbustos perennes lefiosos y herbaceos que alcanzan
hasta 1 metro de altura. Las especies I. arborescens (Ledn et al., 2006) e /.
murucoides (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006; Ledn et al., 2006) crecen en forma
de arboles de madera suave y alcanzan de 3 a 9 metros de altura. Las flores del
grupo son tipicamente conocidas por su aspecto tubular y sus colores brillantes,

generalmente con duracion efimera y limitdndose a las horas matinales.

2.2 Resinas glicosidicas en la familia Convolvulaceae.

Las resinas glicosidicas son derivados de acidos grasos con cadenas de seis
hasta dieciséis carbonos que pueden estar monohidroxilados o dihidroxilados y
forman parte de una gran familia de sustancias conocidas como glicolipidos o
lipopentasacaridos (Pereda-Miranda y Bah, 2003). Es muy conocido vy
documentado el uso de estas plantas como alimento y como agentes terapéuticos
en la medicina tradicional de numerosos pueblos. (Argueta, 1994; Diaz, 1976; Lara
et al., 1996; 1999; Martinez, 1989; McDonnald, 1991; Pereda-Miranda, 1994).

Una particularidad importante es la existencia de actividad alucindégena para los
miembros del género Ipomoea, la cual se debe a las presencia de alcaloides
similares a los del cornezuelo de centeno, compuestos caracteristicos de la familia
de las convolvulaceas (Stauffacher et al., 1965; Chao y DerMaderosian, 1973;
Schimming et al., 1998; Botz et al., 1990-1991; Jenett-Siems et al., 1993; Henric
et al., 1994).
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Otro ejemplo de actividad bioldgica de los alcaloides presentes es la intoxicacion
de ciertos animales con [. parasitica (Amor-Prats y Harbone, 1993) o la actividad
analgésica de [. intrapilosa (Osuna et al.,, 1996). En el caso de la actividad
alelopatica de . tricolor (Anaya et al., 1995) se demostr6 que los compuestos
responsables son las resinas glicosidicas presentes en la raiz y las partes aéreas
(Pereda-Miranda et al., 1993; 1995). En I stans las resinas glicosidicas han
demostrado propiedades anticonvulsivas (Contreras et al.,, 1996), citotoxicas
(Reynolds et al.,1995) y efectos vasoactivos (Perusquia et al., 1995). En la
especie [ pes-caprae se han encontrado actividades hipoglucemiante,
antiinflamatoria e insulinogénica (estimulacién de la producciéon de insulina),
ademas de propiedades citotéxicas (Perrusquia et al., 1995; Ledn et al., 2004;
Pereda-Miranda et al., 2006).

También se obtuvieron resultados de la evaluacion de la actividad
inmunomoduladora de /. carnea que sugieren que a bajas dosis del extracto se
produce un incremento en la actividad fagocitaria de los macréfagos peritoneales
(Hueza et al., 2003). También se han realizado estudios biodirigidos con algunas
especies del género [pomoea en los cuales se demostrd que la actividad in vitro
contra Mycobacterium tuberculosis del extracto soluble organico de las partes
aéreas de Ipomoea leptophylla se debe a la presencia de resinas glicosidicas
(Barnes, 2003). Por otro lado, estudios con infusiones de I. aquatica demostraron
un efecto hipoglicémico (Sugandhika et al., 2000).

Uno de los primeros estudios sobre las propiedades bioldgicas de los glicolipidos
es el efectuado con las partes aéreas de I. leari, donde se aislé un glucésido
denominado “Ipolearésido” que demostré poseer actividad anticancerigena (Sarin
et al.,, 1973). Otro ejemplo es el estudio de la actividad anticancerigena y
antimicrobiana de las resinas de [ bahiensis contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis y Neurospora crassa (Bieber et al., 1986).
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En los estudios mas antiguos de esta clase de oligosacaridos no se logré
determinar la estructura molecular de los glicolipidos responsables de tales
efectos bioldgicos ya que la elucidacion estructural dependia del estudio de sus

productos de hidrdlisis basica o acida (Wagner, 1973).

El aislamiento y la caracterizacién estructural de los glicolipidos en su forma
natural se inicié a partir de la utilizacién de técnicas analiticas de alta resolucion,
tanto para su purificacion mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE)
como para su elucidacion estructural a través de los métodos espectrométricos
(FAB-MS o SIMS-MS) (Costello, 1997; Baldwin, 1995; Wolfender et al., 1992) y
espectroscopicos (RMN) (Agrawal, 1992; Agrawal y Pathak, 1996; Duus et al.,
2000).

La naturaleza quimica anfipatica y la complejidad estructural de las resinas
glicosidicas han constituido un obstaculo que ha dificultado durante mucho tiempo
el aislamiento de sus constituyentes individuales, y por lo tanto, la caracterizacion
de su estructura molecular. Entre los métodos mas comunes de separacion que
se han empleado para tratar de resolver las mezclas complejas de oligosacaridos
que conforman las resinas de las convolvulaceas se encuentran los
procedimientos de particion liquido-liquido y las técnicas cromatograficas en capa
fina y columna, pero el uso exclusivo de estas técnicas no ha resultado
conveniente para la purificacion de los constituyentes individuales de mezclas
complejas. En la actualidad, la aplicacién de la cromatografia liquida de alta
eficiencia ha permitido la separaciéon y purificaciébn exitosa de los glicolipidos

individuales durante las ultimas dos décadas (Pereda y Bah, 2003).
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2.2.1 Identificacion y elucidacion estructural.

Hasta el inicio de la segunda mitad del siglo XX, existian dos maneras para
establecer la presencia de resinas glicosidicas en la familia de las convolvulaceas;
el primero esta relacionado con su uso como laxante, ya que muchas de las
drogas crudas utilizadas en la medicina tradicional poseen ese efecto vy, el
segundo, que consistia en el aislamiento de las resinas crudas y la identificacién
de sus productos de hidrélisis (Wagner, 1973). Actualmente, varias técnicas
analiticas instrumentales, como la resonancia magnética nuclear se utilizan para la
elucidacion estructural de las resinas glicosidicas. Los principales enfoques
utilizados para la caracterizacién estructural de estos complejos productos
naturales incluyen la combinacion de reacciones quimicas de degradacion y el
empleo de técnicas espectroscopicas y espectrométricas de alta resolucion.
(Pereda-Miranda y Bah, 2003).

2.2.1.1 Métodos quimicos.

Dentro de los métodos de degradacion encontramos la hidrélisis de la mezcla de
glicolipidos mediante reacciones quimicas simples. Esta aproximacion se
desarroll6 como un resultado de las dificultades encontradas en los intentos
realizados para lograr el aislamiento de los constituyentes intactos de las resinas
glicosidicas. Dentro de las reacciones de degradacion encontramos:

Reacciones de saponificacion. En este tipo de reacciones se liberan los acidos

grasos que esterifican al nucleo oligosacéarido. Esta reaccién también rompe la
union de la lactona macrociclica y los enlaces tipo éster que formarian los
polimeros para liberar un acido glicosidico mayoritario soluble en agua (Bah y
Pereda-Miranda, 1997; Pereda-Miranda et al., 2006). Los acidos grasos libres o
en la forma de sus correspondientes ésteres se analizan mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). Posteriormente, se
caracterizan a través de la comparaciéon de sus tiempos de retencion respectivos y
de los patrones de fragmentacion obtenidos mediante el analisis de los espectros
de masas con aquellos registrados para muestras auténticas que se utilizan como

controles de referencia (Pereda-Miranda et al., 2006).
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Reacciones de hidrolisis. La hidrdlisis acida del acido glicosidico libera la aglicona

correspondiente, describiéndose en la mayoria de los casos, acidos grasos
hidroxilados de seis a dieciséis carbonos, asi como las unidades de
monosacaridos que constituyen al nucleo oligosacarido. El analisis directo por
espectrometria de masas utilizando impacto electrénico (EI-MS) de la aglicona o
por GC-EIMS de su éster metilico y/o derivados trimetilsililados permite la
determinacion del tamafio de la cadena (Pereda-Miranda y Hernandez Carlos,
2002). Las unidades de azucar se convierten en derivados volatiles mediante
tratamiento con clorotrimetilsilano y entonces son analizadas por CG-MS.

La silacién de los grupos hidroxilo seguido de la formacion de mercaptanos de los
grupos aldehidos (CH3;CH>SH/F;CCOOH) también se recomienda para evitar la
deteccion de dos o tres picos (la forma lineal y las formas piranésidas isoméricas o
y B) de cada unidad producidas por la anomerizacion normal de los azucares
durante la hidrdlisis acida (Pereda-Miranda, 1994). Otro método para detectar los
monosacaridos liberados es mediante HPLC, utilizando una columna de fase
reversa para el analisis de carbohidratos (Blanken et al., 1985; Boersma et al.,
1981; Chaplin y Kennedy, 1986; Nikolov et al., 1985; Yang et al., 1981).

Tabla 1. Principales productos de hidrolisis de las resinas glicosidicas (Wagner, 1973).

Acidos volatiles Acidos grasos hidroxilados Azucares
Acido acético 7-OH-C1o D-glucosa
Acido propiénico 11-OH-C14 (Acido convolvulinélico) L-ramnosa
Acido dimetilacético 11-OH-C1z (Acido jalapindlico) D-fucosa
Acido metil-etil acético 3,12-di-OH-C+6 (Acido operculindlico) | D-quinovosa
Acido isobutirico 3,11-di-OH-C+4 (Acido ipurélico) D-xilosa
Acido n-isovalérico Tri-OH-C14 (Acido brasiliélico)

Acido tiglico

Acido 4-oxo-caprilico

Acido a-metilbutirico

Acido B-metil- B-hidroxibutirico

Acido cinamico

Acido exogdnico
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2.2.1.2 Métodos espectroscopicos.

Los métodos espectroscépicos permiten la elucidacion estructural completa de los
constituyentes individuales de las resinas glicosidicas mediante el uso combinado
de la espectrometria de masas de alta resolucién y la espectroscopia de
resonancia magneética nuclear. El analisis estructural de las resinas glicosidicas
inicia con el registro de FAB-MS de los &cidos glicosidicos que proporciona
informacion relacionada con la secuencia de glicosidacién, aunque este método no
distingue la naturaleza de los 6-desoxiglucosas, ya que puede ser una de las
posibles formas isoméricas: fucosa, quinovosa y ramnosa. Esta técnica no

proporciona el sitio exacto de glicosilacion o de acilacién de la unidad sacarida.

La identificacién de los elementos estructurales de los carbohidratos constitutivos
del nicleo oligosacarido se obtiene del registro del espectro de RMN 'H en
piridina-ds, en el cual la regiéon de desplazamientos quimicos alrededor de & 4.4-
5.5 correspondiente a los protones anoméricos, permite hacer una estimacién del
numero de unidades monosacaridas (Duus et al., 2000; Pereda-Miranda y Bah,
2003).

Las técnicas homonucleares de resonancia magnética nuclear en dos
dimensiones como DQF-COSY y TOCSY permiten la asignacion de los valores de
desplazamiento quimico para todos los protones dentro de cada unidad
monosacarida, posibilitando la identificacion de la naturaleza de cada una de ellas.
Experimentos en dos dimensiones mas sensibles de acoplamiento *C-'H,
utilizando las técnicas HSQC o HMQC, nos ayudan a la asignacién de los
carbonos. Finalmente, las conectividades interglicosidicas se establecen con las
correlaciones heteronucleares a larga distancia mediante estudios de HMBC
(>3Jch) (Duus et al., 2000; Pereda-Miranda y Bah, 2003).
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2.3 Diversidad Estructural.

2.3.1 Acidos glicosidicos pentasacaridos de la familia Convolvulaceae.

En la literatura se describen una gran cantidad y variedad de nucleos
pentasacaridos presentes en diversas especies de convolvulaceas. En Ipomoea
operculata, los acidos operculinicos A, B, D y G, acidos glicosidicos
pentasacaridos, fueron aislados mediante la hidrélisis alcalina de la resina
glicosidica soluble en éter (Ver tabla 2). Sin embargo, en un estudio previo de
Ipomoea operculata, los acidos operculinicos A y B fueron generados como
productos de la hidrolisis basica de las operculinas I-V, VII-X y XIII-XVIII (Ono et
al., 1989a; 1989b, 1990b, 1990c, 1991; 1992a); ademas, esta metodologia
permitié la caracterizacion de los residuos acilantes del nucleo oligosacarido como
los acido acético, tiglico, n-valérico, isovalérico, propiénico y (2S)-2-metilbutirico.

Del mismo modo, el acido operculinico A se describié en las estoloniferinas IV-VII
(Noda et al., 1994a) de la especie Ipomoea stolonifera y en las cuamoclinas I-IV

de la especie Ipomoea quamoclit (Ono et al., 1992b).

Los acidos siménicos A y B (Ver tabla 3) estan presentes en las simoninas Il y IlI-V
respectivamente, todas ellas obtenidas a partir de la porcidon soluble en éter
extraida de la raiz de Ipomoea batatas (Noda et al., 1992a), cuya saponificacion
también generd los acidos (2S)-2-metilbutirico, n-octanoico y n-decanoico. El
acido siménico B se encuentra como uno de los nucleos oligosacéridos
constitutivos de las estoloniferinas I-1ll de Ipomoea stolonifera (Noda et al., 1994a).
Los acidos grasos liberados en la saponificacion de las estoloniferinas fueron (2S)-
2-metilbutanoico, isobutanoico, n-hexanoico, n-octanoico y n-decanoico. El acido
siménico B también se encuentra en los batatindésidos | y IV— VI aislados de
Ipomoea batatas (Escalante-Sanchez et al., 2007; 2008), en las murucoidinas |-l
y VI-X aisladas de Ipomoea murucoides (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006) y en
las pescapreinas I-1V y VII-IX obtenidas de lpomoea pes-caprae (Pereda-Miranda
et al., 2005; Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda, 2007).
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Ry
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Ry O M _(cHCH,
H O/C
o (CH,)sCOOH
H:C o) OH
HO
HO
OH
Tabla 2. Acidos operculinicos.

Acido R4 R R3 Ra
Operculinico A OH H CHs Glcp
Operculinico B H OH CH20H Glcp
Operculinico D H OH H Glcp
Operculinico G OH H CHs Glc p (2-OCHs)

Ry
R
Ry 2 0 Ho.., . ~(CH2)4CHy
H o/C
0 (CH)sCOOH
Haf O
HO'
AH307\04 OH
- )
\Mo\r
HC o OH
HO
HO
OH o
OH
HiC OH
HO
Tabla 3. Acidos siménicos.
Acido Ri R2 Rs

Siménico A H OH CH2OH
Siménico B OH H CHs
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2.3.2 Lipopentasacaridos de la familia Convolvulaceae.

2.3.2.1 Resinas glicosidicas de Ipomoea batatas.

Las raices de I. batatas se utilizan como alimento y ademas forman parte de la
medicina tradicional de numerosos paises. En 1974, se describié que las raices y
hojas de esta planta fueron efectivas contra la leucemia, anemia, hipertension,
diabetes y hemorragias, por lo que se realizd un andlisis quimico de las resinas
glicosidicas solubles en éter obtenidas a partir de las raices de la planta. Se
aislaron cinco resinas glicosidicas, nombradas como simoninas |-V, sus
estructuras fueron establecidas a partir de reacciones quimicas degradativas y el
analisis de sus datos espectroscopicos. Cabe senalar que la simonina | fue el
primer ejemplo de una resina glicosidica sustituida con un &cido aromatico, el
acido cinamico (Noda et al., 1992) (Ver tabla 4).

De un extracto etandlico, se obtuvieron siete resinas conocidas como batatosidos
A-G, en el caso del batatésido E se ha comprobado su actividad citotéxica contra
células Hep-2 (Yonggqin y Lingyi, 2008) (Ver tabla 4y 5).

Los batatinésidos | y IV— VI son pentasacaridos macrociclicos poliacilados que
fueron aislados por la técnica de reciclaje de HPLC del extracto hexanico
proveniente de los tubérculos de /. batatas. Las estructuras fueron elucidadas por
la combinacion de RMN y espectrometria de masas. El acido glicosidico presente
en estos compuestos es el nucleo pentasacarido acido siménico B. (Escalante-
Sanchez et al., 2007; 2008) (Ver tabla 4-6).

Los batatindsidos Il y Il son tetrasacaridos que contienen el &cido operculinico C

como acido glicosidico (Escalante Sanchez et al., 2008) (Ver tabla 7).

12
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A partir del extracto hexanico se aislaron e identificaron los dimeros batatinas I-VI.
Las batatinas | y Il son dimeros tipo éster del batatindsido | (Escalante-Sanchez et
al., 2007) (Ver tabla 8). Las batatinas Il y IV son estructuras constituidas por dos
unidades tetrasacaridas del acido operculinico C. Las batatinas V y VI estan
constituidas por dos unidades pentasacaridas del &cido siménico B. (Escalante

Sanchez, 2007).

HsC
o]
o]
R 4OH 3C 0
RO ompy O
OH
HsC Yo
HO
Tabla 4. Lipopentasacaridos de /. batatas.

Compuesto R4 R2 | Rs R4 Rs Rs Rz
Simonina | CHOH | H OH | n-dodecanoilo | H H (2S)- mba
Simonina lll CHs OH | H n-dodecanoilo | H H (2S)- mba
Simonina IV CHs OH | H n-dodecanoilo | H H n-decanoilo
Simonina V CHs OH | H n-dodecanoilo | H H n-octanoilo
Batatinésido | CHs OH | H n-dodecanoilo | trans-cinamoilo | H (25)- mba
Batatinésido IV | CH3 OH | H n-dodecanoilo | H H (2S)- mba
Batatésido D CHs OH | H (25)- mba trans-cinamoilo | H (25)- mba
Batatdsido E CHs OH | H (25)- mba H trans-cinamoilo | (2S)- mba
Batatdsido F CHs OH | H (25)- mba n-dodecanoilo trans-cinamoilo | (2S)- mba
Batatésido G CHs OH | H n-dodecanoilo | trans-cinamoilo | H n-dodecanoilo
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HsC
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HsC 0

RO 3 (0]
R50 OR, o)
OH
HsC O H
HO
Tabla 5. Lipopentasacaridos de /. batatas.

Compuesto R4 R2 | Rs Ra Rs Re Rz
Batatindsido V CHs OH |H [H H H n-decanoilo
Batatésido A CHs OH |H |H isobutanoilo H (2S5)- mba
Batatésido B CHjs OH | H | isobutanoilo | trans-cinamoilo | trans-cinamoilo n-butanoilo
Batatésido C CHs OH |H |H n-dodecanoilo | H (2S5)- mba

nnH
H3C
HsC 0
RO 3 (6]
RsO  oRg 9

R70 {14

ORg
Tabla 6. Lipopentasacaridos de /. batatas.

Compuesto R4 R2 Rs R4 Rs Rs Rz Rs Ro

BatatinésidoVI | CHs; | OH | H H H H n-decanoilo
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H:C O
~
R,0
H.C 0 oR
R:0 HO oF
Tabla 7. Batatinosidos Il y llI
Compuesto R, Rz R3
Batatinosido I H n-decanoilo H
Batatinosido lll H H n-dodecanoilo
UNIDAD A
H3C—'7\
O&//
OH
02\7' o
/\/\/\/\/\/[k %\ ’
H;
L]
Ram (o]

R
UNIDAD B

Tabla 8. Dimeros tipo éster de I. batatas.

Compuesto R4 R2
Batatina | trans-cinamoilo H
Batatina Il H trans-cinamoilo
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2.3.2.2 Resinas glicosidicas de Ipomoea stolonifera.

De la planta rastrera Ipomoea stolonifera que crece en las dunas costeras, fueron
aislados diez pentasacaridos y tres tetrasacaridos, nombrados como las
estoloniferinas XI y XII respectivamente. La hidrélisis alcalina de los
tetrasacaridos proporcioné al &cido operculinico C. El acido siménico B se
encuentra como uno de los nucleos oligosacaridos constitutivos de las
estoloniferinas I-11l y VIII-X (Noda et al., 1994; 1998) (Ver tabla 9y 11).

Las estoloniferinas IV- VII representan las jalapinas solubles en éter y el acido
glicosidico presente en estos compuestos es identificado como el &cido
operculinico A (Noda et al.,1994) (Ver tabla 10).

Tabla 9. Lipopentasacaridos de /. stolonifera.

Compuesto R4 R2
Estoloniferina | (2S)- mba (2S5)-mba
Estoloniferina Il n-decanoilo iba
Estoloniferina lll n-decanoilo (2S5)-mba

16



Antecedentes

HsC
o)
HsC o
R,O 3 O
RsO  gg, 0

R70 Tho

ORg

Tabla 10. Lipopentasacaridos de I. stolonifera.

Compuesto R4 R: | Rs R4 Rs Re Rz Rs Ro
Estoloniferina IV CHs OH | H (2S5)- mba H H H H n-decanoilo
Estoloniferina V CHs OH | H (25)- mba H H H H n-decanoilo
Estoloniferina VI CHj; OH | H n-hexanoilo | H H H H n-decanoilo
Estoloniferina VIl | CHs OH | H n-hexanoilo | H H H H n-decanoilo

OH
HyC
HO. 2 O
o
T on 1 o
H,C o o
o (o]
/>/U\ H,C o Q OR

o O-

H OH Sn 3

OH
HyC OH

Tabla 11. Lipopentasacaridos de I. stolonifera.

Compuesto R
Estoloniferina VIII n-octanoilo
Estoloniferina IX n-decanoilo
Estoloniferina X n-dodecanoilo
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2.3.2.3 Resinas glicosidicas de Ipomoea murucoides.

Ipomoea murucoides es un arbol de flores blancas que crece en el sureste y
centro de México. Esta especie es conocida en varios estados de México como
cazahuate. Algunas comunidades usan el humo de los arboles quemados como
repelente contra mosquitos. Las infusiones acuosas de las hojas, corteza y flores
son utilizadas como un antiinflamatorio y contra picaduras de alacranes (Pérez-
Amador et al., 1992).

Del extracto cloroformico de las flores del cazahuate de Morelos por medio del
HPLC se obtuvieron las murucoidinas I-lll y VI-X pentasacaridos del acido
jalapindlico. La saponificacion del extracto proporcion6 dos acidos glicosidicos ya
conocidos, el acido simonico A y el acido simonico B. También en este extracto se
encontraron las murucoidinas IV-V y Xl, cuyo &cido glicosidico presente fue
identificado como acido operculinico A. Todos los compuestos fueron
caracterizados a través de RMN (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006) (Ver tabla 12-
15). Estudios del contenido de las resinas glicosidicas presentes en las raices de
esta planta dieron como resultado el aislamiento y la caracterizacion de cinco
pentasacaridos del 4cido jalapindlico, llamados murucinas 1-5 (Ver tabla 16). En
realidad, la planta estudiada corresponde a otro miembro del complejo medicinal
del “cazahuate” que corresponde a la especie Ilpomoea arborescens (Ledn et al.,
2005; 2006; Chérigo y Pereda-Miranda, 2008).
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il
H,;C
o)
HsC o
R,O 3 O
RO ORe Ie)
OH
HsC You
HO
Tabla 12. Lipopentasacaridos de I. murucoides.

Compuesto R4 R2 Rs R4 Rs Re R7
Murucoidina | CHs OH | H H H H (25)- mba
Murucoidina Il CHs OH | H isobutanoilo | H H (2S)- mba
Murucoidina lll CHs OH | H (2S)- mba H H (25)- mba
Murucoidina VII CH:OH | H OH | isobutanoilo | H H (2S)- mba
Murucoidina VIl CH:OH | H OH | (2S)- mba H H (2S)- mba

H;C
o
o
R4OH3C O
Rs0 ORs o
OH
H3C O H
HO
Tabla 13. Lipopentasacaridos de I. murucoides.

Compuesto R4 R2 R3 R4 Rs R R~
Murucoidina VI CHOH | H OH | (2S)- mba H H | n-dodecanoilo
Murucoidina IX CHs OH | H isobutanoilo | H H | (2S)- mba
Murucoidina X CHs OH | H (2S)- mba H H | (8R)-hidroxi-dodecanoilo
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Tabla 14. Lipopentasacaridos de I. murucoides.

ORs

R70 (ho

ORg

Compuesto R4 R2 | Rs Ra Rs Re R~ Rs Ro
Murucoidina IV | CHs OH | H (25)- mba H H (25)- mba
Murucoidina Xl | CHs OH | H (2S)- mba H H n-dodecanoilo

HsC

(0]
o}
R 4OH 3C ]
RsO  gg, 0 OH

R70 Tho

ORg
Tabla 15. Lipopentasacaridos de I. murucoides.
Compuesto R4 R2 R3 R4 Rs Rs Rz Rs Ro
Murucoidina V.| CHs OH | H (25)- mba H H (25)- mba
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Tabla 16. Lipopentasacaridos de I. murucoides.

Compuesto R4 R2 Rs
Murucina 1 H acetilo H
Murucina 2 H propanoilo H
Murucina 3 H n-butanoilo H
Murucina 4 H 2-metilbutanoilo H
Murucina 5 H 3-hidroximetilbutanoilo | H
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2.3.2.4 Resinas glicosidicas de Ipomoea arborescens.

Ipomoea arborescens es un arbol que florece y fructifica entre noviembre y abril.
Algunas comunidades del sur de México usan infusiones acuosas de la corteza
junto con otras hierbas para prevenir la caida del cabello asi como para el
tratamiento del dolor de estbmago de la misma forma que todas las especies de
cazahuates, e.g. Ipomoea murucoides, Ipomoea intrapilosa e Ipomoea wolcottiana
(Bah et al., 2007). En un estudio reciente se aislaron y caracterizaron diez
pentasacaridos del acido jalapindlico llamados arborescinas 1-6 y muricinas 6-9
(Ledn et al., 2006) (Ver tabla 17).

» /\L

@ffiwﬁ

o
e
o—7

OH
HOM,C

OH OH

Tabla 17. Lipopentasacaridos de I. arborescens.

Compuesto R4 Rz R3
Arborescina 1 OH H niloilo
Arborescina 2 OH acetilo niloilo
Arborescina 3 OH propanoilo niloilo
Arborescina 4 OH butanoilo niloilo
Arborescina 5 OH (2S)- mba niloilo
Arborescina 6 OH tigloilo niloilo
Muricina 6 H acetilo niloilo
Muricina 7 H 2-butenilo niloilo
Muricina 8 H tigloilo niloilo
Muricina 9 H H H
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2.3.2.5 Resinas glicosidicas de Ipomoea operculata.

De la porcion soluble en éter de las resinas de lpomoea operculata se han aislado
las operculinas I-XVIIIl. Las operculinas I-Il, V y VII-VIII presentan en su estructura
el acido operculinico A, mientras que las operculinas -1V, IX-X Y XVI-XVIII
presentan el acido operculinico B. Los principales &cidos grasos que se
encuentran acilando a las unidades monosacaridas son los acidos dodecanoico y

decanoico (Ono et al., 1989; 1990; 1991; 1992) (Ver tabla 18 y 19).

H3C
(o]
o
R 40H 3C
RO g, 0

R70 {ho

ORg
Tabla 18. Lipopentasacaridos de I. operculata.

Compuesto R4 R> Rs Ra Rs | Rs | R Rs Ro
Operculina | CHs OH | H n-dodecanoilo H H |H | H | ndodecanoilo
Operculina Il CHs OH | H n-decanoilo H H|H |H n-decanoilo
Operculina lll CH,OH | H OH | n-dodecanoilo H H|H |H n-dodecanoilo
Operculina IV CHOH | H OH | n-decanoilo H H |H | H | ndecanoilo
Operculina VI CHs OH | H n-decanoilo H H|H |H n-dodecanoilo
Operculina VIII CHs OH | H n-dodecanoilo H H |H | H | ndecanoilo
Operculina IX CHOH | H OH | n-decanoilo H H|H |H n-dodecanoilo
Operculina X CH,OH | H OH | n-dodecanoilo H H|H |H n-decanoilo
Operculina XVI CHOH | H OH | H H H |H | H | ndodecanoilo
Operculina XVII | CHOH | H OH | H H H|H |H n-decanoilo
Operculina XVIIl | CHOH | H OH | n-dodecanoilo H H|H |H |H
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HO
ORs

Tabla 19. Lipopentasacaridos de I. operculata.

Compuesto Ry R | Rs R4 Rs | Rs R7 Rs Ro

Operculina V CH; | OH | H | ndodecanoilo | H H H H n-dodecanoilo
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2.3.3 La especie Ipomoea pes-caprae.
2.3.3.1 Clasificacion taxonémica.
Reino Plantae

Division Magnoliophyta

Clase Dicotyledoneae / Magnoliopsida
Orden Solanales

Familia Convolvulaceae

Género I[pomoea

Especie Ipomoea pes-caprae

2.3.3.2 Descripcion botanica y distribucion geografica.

Ipomoea pes-caprae es conocida en México como batatilla, churristate de playa,
hierba de la raya o rifionina. Es una herbacea robusta, suculenta, de tallo
postrado, rastrero que crece a la orilla de la playa en el limite de la marea alta,
donde forma grandes colonias que ayudan a estabilizar la arena de las dunas.
Sus tallos suculentos secretan latex lechoso y postrados pueden extenderse por
mas de 10 metros.

Sus flores con una corola en forma de embudo o campana son de color purpura o
rosado de 3-6 cm de didmetro que pueden crecer separadas o en racimos. El
color tiende a ser mas oscuro dentro de la base de cada flor, los filamentos y
estambres, el estigma y estilo son blancos. Son de vida corta, florecen con la
salida del sol, cierran a media tarde y se marchitan al dia siguiente. Tienen un

céliz de 5 sépalos lampifios como de 1 cm de largo.

Los frutos consisten en capsulas o vainas dehiscentes cuando se secan, ovoides a
globulosas de 12 a 17 mm de largo. En cada capsula se encuentran 4 semillas de
color café oscuro, con pelos cortos con apariencia de terciopelo, llegan a medir de
6 a 10 mm de largo.
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Las hojas son simples y alternas, reniformes (en forma de rifidn), coridceas, su
nombre especifico se debe a la forma de las hojas como una pata de cabra
(pes-caprae), debido a la similitud de la huella de la pezuia de las cabras. Las
hojas mas largas que anchas (suborbiculares), miden de 6 a 10 cm de largo, son
de color verde oscuro de superficie lisa y brillante y comunmente roidas en el

apice.

La planta crece en areas soleadas protegidas y empiezan a florecer en mayo, pero
el punto maximo de florecimiento depende de la localizacion. En el Golfo de
México es de julio a septiembre. Esa especie se reconoce por su forma peculiar
de tenderse sobre la arena, pues generalmente crece guiandose sobre dos
grandes tallos paralelos que se extienden hasta medir aproximadamente 75 pies
de largo. Es una planta que se desarrolla sobrevive en la playas rocosas o
arenosas y permanece verde aun cuando esta sometida a la sal y al golpe de las
olas. Probablemente, compite por espacio y luz con Ipomoea stolonifera (Devall
1992).

En México I. pes-caprae se distribuye a todo los largo de la costa mexicana (con
mayor abundancia del lado del Pacifico) desde los estados de Sonora, Sinaloa,
Jalisco, Guerrero, Oaxaca y Chiapas, asi como también Veracruz, Quintana Roo y

Yucatan.

Figura 1. Flor de la rifionina ([pomoea pes-caprae).
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2.3.3.3 Antecedentes etnobotanicos.

Es una planta medicinal utilizada como remedio natural para curar procesos
inflamatorios, célicos, trastornos renales y gonorrea entre otras patologias. En las
Bahias de Chamela, Jalisco, por ejemplo se prepara un té con las hojas secas
previamente trituradas de la planta y se pone en fomento para calmar el dolor en
las zonas inflamadas. En la Sierra de los Tuxtlas en Veracruz, se utiliza para curar
el asma, mientras que en la regién de Misantla de ese mismo estado se usa para
curar los rinones del mal de orin, para calmar las reumas y la lumbalgia, asi como
para tratar la disenteria, el dolor de cintura y sanar las picaduras de animales
ponzonosos (Lorenzi et al., 2002; Roig y Mesa, 1974).

Investigaciones clinicas y preclinicas han confirmado algunas propiedades
farmacologicas de esta planta. El extracto metandlico obtenido de las partes
aéreas de esta planta exhibe una actividad antinociceptiva considerable asi como
también una accién analgésica (De Souza et al., 2000).

El estudio preliminar fitoquimico de esta planta medicinal mediante cromatografia
en capa fina y utilizando reactivos especificos mostré que las fracciones de
acetato de etilo contenian esteroides, terpenoides, alcaloides y flavonoides,
mientras que la fraccién acuosa indico la presencia de taninos y saponinas (De
Souza et al., 2000). Pongprayoon y colaboradores (1989) describieron que el
extracto etéreo de Ipomoea pes-caprae inhibia la contraccion del ileon de
cobayos. El fraccionamiento biodirigido de este extracto resulté en el aislamiento
de 2 compuestos: la f-damascenona y el E-fitol, que mostraron la misma potencia
en el efecto bioldégico esperado con respecto a la papaverina utilizada como
control positivo (Pongprayoon et al., 1992). El mismo extracto también mostro
actividad antiinflamatoria considerable en distintos modelos experimentales, lo
cual se relaciona con la presencia de varios compuestos que interactian con los

procesos bioquimicos de la inflamacion (Pongprayoon et al., 1991; 1992).
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Por otro lado, Khan vy colaboradores (1994) reportaron las actividades
insulinogénica e hipoglucemiante del extracto alcohdlico obtenido de las hojas de
Ipomoea pes-caprae.

2.3.3.4 Resinas glicosidicas de Ipomoea pes-caprae.

Los tallos secretan un latex lechoso rico en resinas glicosidicas. En un principio
se identifico el pescaproésido E de las fracciones no polares del extracto hexanico
de I. pes-caprae (Srivastava et al., 1991) (Figura 2). Sin embargo, la estructura de

este acido glicosidico no se elucidé correctamente.

Posteriormente se aislaron e identificaron 9 oligosacaridos lipofilicos del acido
jalapindlico: los pescaprésidos Ay B (Figura 3 y 4) y las pescapreinas I-IV y VII-
IX a partir del extracto hexanico de las partes aéreas de la planta y mediante el
empleo del HPLC (Pereda-Miranda et al., 2005; Escobedo-Martinez y Pereda-
Miranda, 2007). La saponificacién de la mezcla cruda de resinas glicosidicas
proporciond el &cido simonico B como el acido glicosidico mayoritario mientras
que los residuos de esterificacion de los oligosacaridos naturales estuvieron
compuestos por cinco acidos organicos: 2-metilpropanoico, 2-metilbutanoico, n-

hexanoico, n-decanoico y n-dodecanoico (Ver tabla 20).

Recientemente se han aislado ocho resinas glicésidicas de la fraccion lipofilica del
extracto etandlico de . pes-caprae: las pescapreinas X-XVII (Hongwen et al.,
2008) (Ver tabla 21). En esta investigacion se confirmé la posibilidad de
reacciones de transesterificacion a través de un orto-éster intermediario en
soluciones acuosas neutras o ligeramente &cidas y, por lo tanto, la existencia de
diastereoisémeros en las posiciones C-2 y C-3 de la ramnosa terminal es una

consecuencia de este tipo de reacciones intramoleculares.
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También se logro la identificacion de la pescapreina XVIII que contiene xilosa a
partir de una muestra comercial de la rifionina (Escobedo Martinez, 2007)
(Figura 5). Este monosacarido también se encuentra en el &cido operculinico D,
que es un nucleo pentasacarido obtenido de las resinas glicosidicas de Ipomoea
operculata (Ono et al., 1990); en el acido cuscutico B y en el acido operculinico F,
qgue son nucleos tetrasacaridos aislados de las resinas de Cuscuta chinensis (Du
et al., 1998) y de Ipomoea operculata (Ono et al., 1990), respectivamente.
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OH 4p,

Tabla 20. Lipopentasacaridosde I. pes-caprae.

Compuesto R4 R2 R3 R4
Pescapreina | H H H n-dodecanoilo
Pescapreina ll Ib H Ram n-dodecanoilo
Pescapreina lll (2S)-mb H Ram n-dodecanoilo
Pescapreina IV n- hexanoilo H Ram n-dodecanoilo
Pescapreina V (2S)-mb H H n-dodecanoilo
Pescapreina VI H n-dodecanoilo | (2S)-mb | H
Pescapreina VI H H Ram n-decanoilo
Pescapreina VI n-dodecanoilo | H Ram ib
Pescapreina IX n- hexanoilo H Ram n-decanoilo

Tabla 21. Lipopentasacaridos de I. pes-caprae.

Compuesto R4 R2 Rs R4
Pescapreina X (2S)- mba cinamoilo | H n-decanoilo
Pescapreina Xl (2S)- mba H cinamoilo | n-decanoilo
Pescapreina Xl isobutanoilo | cinamoilo | H n-decanoilo
Pescapreina Xlll | isobutanoilo | H cinamoilo | n-decanoilo
Pescapreina XIV | isobutanoilo | cinamoilo | H n-dodecanoilo
Pescapreina XV isobutanoilo | H cinamoilo | n-dodecanoilo
Pescapreina XVI | (25)- mba cinamoilo | H n-dodecanoilo
Pescapreina XVII | (25)- mba H cinamoilo | n-dodecanoilo
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HyC OH

Figura 5. Pescapreina XVIII.
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lll. JUSTIFICACION.

Las plantas ricas en resinas glicosidicas pertenecientes al género Ipomoea han
demostrado un poderoso efecto citotdxico (Pereda-Miranda, 1994),
antimicrobiano (Pereda-Miranda et al., 2006a) y purgante (Pereda-Miranda y
Bah, 2003) de posible interés terapéutico para el desarrollo de nuevos agentes
medicinales. Por lo tanto, la especie medicinal mexicana Ilpomoea pes-caprae
fue seleccionada para continuar con la investigacién quimica de este género
vegetal y ampliar el conocimiento sobre la diversidad estructural de las resinas
glicosidicas de esta especie (Pereda-Miranda et al., 2005; Escobedo-Martinez
y Pereda-Miranda, 2007). Asi, el presente trabajo de investigacion plantea la
obtencién de los glicolipidos constituyentes del extracto cloroféormico de las
partes aéreas de la especie en estudio, al considerar su importancia como un
remedio ampliamente utilizado en la medicina tradicional de nuestro pais y
tomando en cuenta un criterio quimiotaxonémico para la identificacion de los

oligosacéridos biodinamicos.
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IV. OBJETIVOS.
4.1 Objetivos Generales.

» Lograr la separacion y purificacion de los constituyentes individuales de
naturaleza oligosacarida de las resinas glicosidicas presentes en el
extracto cloroférmico de Ipomoea pes-caprae mediante la aplicacién de
la Cromatrografia Liquida de Alta Eficiencia.

» Determinar la estructura molecular de los constituyentes presentes en
las resinas glicosidicas solubles en cloroformo de Ipomoea pes-caprae
mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos y espectrométricos
con el propésito de ampliar el conocimiento relacionado con la

diversidad estructural de estos metabolitos.

4.2 Objetivos Especificos.

» Estandarizar a nivel analitico mediante la aplicacién de la cromatografia
liquida de alta eficiencia, las condiciones instrumentales para lograr la
maxima resolucion de las complejas mezclas de resinas glicosidicas
obtenidas a partir de las fracciones solubles en cloroformo.

» Extrapolar las condiciones analiticas instrumentales a un nivel
preparativo en la cromatografia liquida de alta eficiencia para lograr el
aislamiento de los constituyentes individuales presentes en las resinas
glicosidicas lipofilicas de [pomoea pes-caprae.

» Purificar a nivel preparativo mediante la aplicacion de la técnica de
reciclaje los constituyentes individuales presentes en las resinas
glicosidicas de Ipomoea pes-caprae.

> Establecer la estructura molecular de los constituyentes individuales
presentes en la fraccion cloroférmica de la colecta silvestre mediante la
aplicacién de técnicas espectroscépicas y espectrométricas de alta

resolucion.
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V. PARTE EXPERIMENTAL.

5.1 Material Vegetal.

El material vegetal se obtuvo de las partes aéreas de la planta medicinal Jpomoea
pes-caprae colectada en las bahias del Océano Pacifico localizadas en el
municipio de la Huerta, Estado de Jalisco en noviembre de 1989. La identificacion
del material vegetal se realiz6 por el Dr. Robert Bye, investigador del Jardin
Botanico del Instituto de Biologia, UNAM.

El material seco y pulverizado se sometid6 a una maceracién exhaustiva con
cloroformo para obtener los compuestos de baja o mediana polaridad. Al término
de la extraccion, las soluciones se filtraron y concentraron a sequedad mediante

presion reducida.

Al extracto se le anadieron 200 mL de cloroformo para adsorberlo en silica. Se

ocuparon 18 g de silica para adsorber 15.15 g de extracto.

5.2 Fraccionamiento primario.

El fraccionamiento de 15.15 g de extracto cloroférmico se llevé a cabo mediante
cromatografia en columna abierta, la cual se empac6 con 86.56 g de gel de
silice tamano de particula 0.040-0.063 um y 227.44 g de gel de silice tamano de
particula 0.063-0.200 um.

Primero se inicié la elucién con hexano, obteniéndose las primeras 5 fracciones de
200 mL cada una. Posteriormente se incrementé gradualmente la polaridad con
los sistemas hexano-CHCI;, CHCI3;, CHCls-acetona, acetona, acetona-MeOH y
MeOH.
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Al final se colectaron 185 fracciones de 100 mL. Cada fraccion se analiz6
mediante cromatografia en capa fina utilizando una fase mévil de CHCI;-MeOH
1:1 y se reunieron todas aquellas que resultaron similares a partir de las obtenidas
con CHCIs-Acetona, debido a que las fracciones de baja polaridad solubles en
hexano se analizaron previamente (Pereda-Miranda et al., 2005; Escobedo-
Martinez y Pereda-Miranda, 2007).

De esta forma se generaron ocho fracciones que contenian mezclas de resinas
glicosidicas y que fueron enumeradas como fraccién | a VIIl. Todas las fracciones
presentaron color, por lo que fueron sometidas a un proceso de decoloracion
mediante carbdn activado, para después ser filtradas y concentradas a sequedad
bajo presion reducida.

Para llevar a cabo el fraccionamiento secundario s6lo se consideraron las
fracciones mas polares, es decir, las fracciones VII y VIIl, que presentaron una
composicién quimica diferente a la descrita previamente y representaron las

subfracciones mayoritarias (Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda, 2007).

5.3 Métodos.
5.3.1 Métodos cromatograficos.

Los andlisis cromatograficos en capa fina (CCF) se efectuaron de acuerdo con las
técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas con gel de
silice (silica gel 60 F254 Merck) y diferentes sistemas de elucion. Se utilizé la
mezcla de H.SO4-sulfato cérico como agente revelador, mediante calentamiento
sobre una parrilla a 80°C para desarrollar color. Para las separaciones
cromatograficas en columna abierta se empleé el gel de silice 60 Merck (0.063-
0.200 mm) como adsorbente. La cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE) se realiz6 en un cromatégrafo marca Waters (Millipore Corp., Waters
Chromatography Division Milford, MA, USA), equipado con un sistema de entrega
de disolventes 600E, un refractometro diferencial modelo 410 y una computadora

(Optiplex 466/Le, Dee).
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El control del equipo, asi como la adquicisidén y el procesamiento de la informacion
se realizaron utilizando el programa Millenium 2000 (Waters).

5.3.2 Determinacion de las constantes espectroscoépicas y espectrométricas.
Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fischer-Johns. Las
rotaciones épticas se determinaron en un polarimetro Perkin-Elmer 241 utilizando

metanol y/o cloroformo como disolventes.

Los espectros de resonancia magnética nuclear RMN 'H y '*C se obtuvieron en un
aparato Varian XL-500 y en un Bruker DMX-500, los cuales operaron a una
frecuencia de 500 MHz para el registro de los espectros de RMN 'H y a 125 MHz
para los de '*C. Se utilizo piridina deuterada (CsDsN) y los desplazamientos
quimicos (08) se expresaron en ppm utilizando como referencia interna el

tetrametilsilano (TMS).

El registro de los espectros de masas se realizé en un aparato JEOL modelo SX-
102 A, mediante el bombardeo rapido de atomos (FAB) en el modo negativo y en
algunos casos, cuando se tratdé de una muestra volatil se requirié del acoplamiento
de un cromatégrafo de gases marca Hewlett Packard 5890 serie |l al
espectrometro de masas, utilizando la técnica de impacto electrénico para lograr la

ionizacion.

5.4 Fraccionamiento secundario.

5.4.1 Fraccion VIL.

Antes de llevar a cabo el fraccionamiento secundario de esta fraccién se realizaron
varias pruebas para determinar las condiciones cromatogréficas ideales para el
proceso de purificacion mediante HPLC.

Condiciones instrumentales: nivel analitico.

Columna: Symetry C-18, tamafno de particula 5 um; 4.6 mm de diametro
interno x 250 mm de longitud (Waters).

Fase movil: CH3CN-MeOH (3:7)
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Flujo: 0.4 mL/min

Detector: indice de refraccion

Volumen de inyeccién: 10uL

Concentracién de la muestra de prueba: 1mg/100uL
Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucién: Isocratica

Una vez encontradas las condiciones a nivel analitico para la resolucion de las

muestras problemas, se procedid a extrapolar estas condiciones a nivel

preparativo para lograr el aislamiento y la purificacion de los constituyentes

individuales presentes en la muestra.

Condiciones instrumentales: nivel preparativo.

Columna: SymetryPrep C-18, tamano de particula 7 um; 19 mm de diametro
interno x 300 mm de longitud (Waters).

Fase movil: CH3CN-MeOH (3:7)

Flujo: 9 mL/min

Detector: indice de refraccién

Volumen de inyeccion: 500 uL

Concentracién de la muestra de prueba: 50mg/500uL

Sensibilidad: 256 RIU

Tipo de elucion: Isocratica

5.4.2 Fraccion FVIILI.

La fraccion FVIII (2.34 g) se someti6é al proceso de purificacion mediante HPLC

utilizando las mismas condiciones a nivel preparativo. Las subfracciones obtenidas

fueron similares a las de la fraccion primaria VI, por lo que se decidio6 reunirlas.
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Una vez reunidas las fracciones FVII y FVIII (4.72 g) se sometieron al proceso de
purificacion mediante HPLC a nivel preparativo utilizando una columna C1gcon un
sistema de elucién binario constituido por CH3CN-MeOH (3:7), obteniendo asi

siete subfracciones.

5.5 Preparacion de derivados.

5.5.1 Hidrdlisis alcalina.

Las fracciones reunidas se sometieron a una hidrdlisis alcalina. A 200 mg de la
muestra problema disuelta en MeOH, se adicionaron 5 mL de KOH al 5%, la
mezcla de reaccién se mantuvo en reflujo (95° C) con agitaciéon durante dos horas.
Al término de este tiempo, se ajustd el pH a 4 con HCI 4N y, posteriormente, se
extrajo con Et;O (8x 10 mL). La fase etérea proporcion6 una mezcla de &cidos
grasos. La fase acuosa se extrajo de nuevo con n-butanol (3x 10 mL) y se
concentr6 a presidbn reducida hasta proporcionar un residuo sélido que
correspondié al acido simoénico B. Este residuo se identific6 mediante la
comparacion de sus constantes espectroscépicas y espectrométricas con las

registradas por una muestra auténtica. (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006).

5.6 Aislamiento de glicolipidos de las fracciones primarias FVIl y FVIII.

Una vez realizado el fraccionamiento secundario de las fracciones, se sometieron
a purificacion las subfracciones FVILIV, FVILV, FVIL.VI y FVILVII, cada una de
ellas fue reinyectada en una columna Cig a nivel preparativo con un sistema de
elucion binario constituido por CH3CN-MeOH (3:7), aplicando la técnica de
reciclaje de muestra utilizando de 10 a 20 ciclos para obtener la maxima
separacion de los constituyentes.
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5.7 Caracterizacion estructural.

La caracterizacion estructural de los glicolipidos individuales se llevé a cabo
mediante la aplicacion de diferentes técnicas en la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (500 MHz).

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 nos permite obtener el peso molecular de
los productos puros y la determinacion del tamafio de los residuos acidos que
esterifican el nucleo oligosacarido.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.
6.1 Extraccion y fraccionamiento.

La seleccion primaria de la rifionina (lpomoea pes-caprae) se realizé de acuerdo al
criterio quimiotaxonémico que considera las semejanzas en el metabolismo
secundario de especies filogenéticamente relacionadas, aunado a consideraciones
de tipo etnobotanico ya que ésta planta se utiliza ampliamente en la medicina
tradicional de numerosos paises de las zonas tropicales.

El procedimiento de maceracidén permitié obtener 15.15 g de la colecta (municipio
de la Huerta, Estado de Jalisco) del extracto cloroférmico que fueron fraccionados,
de manera preliminar, mediante cromatografia en columna abierta en fase normal.
Esta secuencia metodologica permitio obtener ocho fracciones primarias FI-FVIII
(ver Parte Experimental, inciso 5.2).

Tabla 22. Fraccionamiento primario del extracto cloroférmico.

Eluyente Proporcion Fraccion Fracciones reunidas Clave

Hexano 100 1-10

Hexano-CHCl;  50:50 11-77

CHCls 100 78-99

CHCls-Acetona  50:50 100-119 102-105 Fl

Acetona 100 120-137 106-109 Fll

Acetona-MeOH  50:50 138-163 110-119 Flll

MeOH 100 164-185 120-123 FIV
124-126 FV
128-150 FVI
152-168 Fvil
168-185 FVIII

En la figura 6 se ilustra el perfil cromatografico en capa fina en donde se comparan
las fracciones Flll a FVIII obtenidas del extracto cloroférmico y las fracciones VI-1X
obtenidas anteriormente del extracto hexanico (Escobedo-Martinez y Pereda-
Miranda, 2007).
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Faas Mavl: Cloroforma- Matamal 1:1
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Figura 6. Comparacion de las fracciones primarias del extracto cloroférmico (FIII-FVIII) con las fracciones
obtenidas del extracto hexanico (VI-IX)

Se obtuvieron los siguientes rendimientos de las fracciones primarias:
Fraccion Peso (g)

Fl 0.21
Fl 0.17
Flil 0.83
FIV 1.61
FV 0.99
FVI 1.12
FVII 4.76
FVIII 2.34

Las fracciones FVII y FVIII mayoritarias se sometieron a un fraccionamiento
secundario debido a su mayor polaridad y a la presencia de resinas.
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6.2 Purificacion de los glicolipidos individuales.

Las primeras pruebas de purificacion de los glicolipidos individuales se iniciaron
con la fraccién cloroformica FVII mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
utilizando una columna de fase inversa (C-18). Se realizaron pruebas de
separacion utilizando un detector de indice de refraccion. Estos primeros analisis
se realizaron empleando CH3;CN-MeOH (9:1) como fase movil que ya habia sido
utilizada para la purificacion de los glicolipidos obtenidos del extracto hexanico
(Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda, 2007). Sin embargo se realizaron pruebas
adicionales para obtener una fase mévil que permitiera una mejor resolucion de la
mezcla problema, siendo la fase movil compuesta por CH3CN-MeOH (3:7) la que

proporcion6 los mejores resultados.

Las fracciones FVII y FVIII se analizaron mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (CLAE) en condiciones analiticas obteniéndose los mismos picos en el
cromatograma, por lo que se decidié reunirlas y posteriormente estas condiciones

fueron extrapoladas a nivel preparativo para lograr su fraccionamiento (Figura 7).
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Figura 7. Perfil cromatografico de las fracciones VII y VIIl. Condiciones instrumentales: Columna

SymetryPrep C-18 (19 x 300, 7um); fase mévil: CH3CN -MeOH (3:7); flujo de elucién: 9 mL/min; volumen de
inyeccion de la muestra: 500 pL; concentracion de la muestra: 0.1 mg/ulL.
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Se obtuvieron los siguientes rendimientos de las subfracciones:

Subfraccién Tiempo de retencion Peso
(min) (mg)

FVILI 8 2.0

FVILII 9 3.5

FVILIII 20 5.0
FVILIV 23 60.0
FVILV 27 40.0
FVILVI 31 80.0
FVILVII 37 14.0

6.2.1 Obtencion de las Estoloniferinas IX y X.

La purificacién de los compuestos se llevd a cabo mediante la técnica conocida
como “de rasurado del pico” seguida del reciclaje del mismo a través de la
columna, utilizandose de 10 a 20 ciclos para obtener la maxima resolucién que

nos garantizara una pureza mayor al 99% del compuesto.

De la purificacién de la subfraccion FVIL.IV se obtuvo la estoloniferina IX en un

rendimiento de 50 mg (Figura 8).
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Figura 8. Perfil cromatografico de la subfraccion FVILIV. Aplicacién de reciclaje de la muestra.
Condiciones instrumentales: Columna C-18 (19 x 300, 7um); fase moévil: CHsCN -MeOH (3:7); flujo de elucion:
9mL/min; volumen de inyeccién de la muestra: 500 uL; concentracién de la muestra: 0.1 mg/uL.
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De la purificacion de la subfraccion FVII.VI se obtuvo la estoloniferina X en una

cantidad de 40 mg (Figura 9).
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Figura 9. Perfil cromatografico de la subfraccion FVILVIL. Aplicacién de reciclaje de la muestra.
Condiciones instrumentales: Columna C-18 (19 x 300, 7um); fase moévil: CH3CN-MeOH (3:7); flujo de elucion:
9mL/min; volumen de inyeccién de la muestra: 500uL; concentracién de la muestra: 0.1 mg/uL.

6.2.2 Obtencion de las Pescapreinas XIX y XX.
De la purificacién de la subfraccion FVIL.V se obtuvo la pescapreina XIX en una

cantidad de 10 mg (Figura 10).
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Figura 10. Perfil cromatografico de la subfraccion FVILV. Aplicacion de reciclaje de la muestra.
Condiciones instrumentales: Columna C-18 (19 x 300, 7um); fase moévil: CH3CN-MeOH (3:7); flujo de elucion:
9mL/min; volumen de inyeccién de la muestra: 500uL; concentracién de la muestra: 0.1 mg/uL
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De la purificacion de la subfraccion FVIL.VII se obtuvo la pescapreina XX en una
cantidad de 4 mg (Figura 11).

106046
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Minytes

Figura 11. Perfil cromatografico de la subfraccion FVILVIL. Aplicacion de reciclaje de la muestra.
Condiciones instrumentales: Columna C-18 (19 x 300, 7um); fase movil: CHzCN-MeOH (3:7); flujo de elucion:
9mL/min; volumen de inyeccién de la muestra: 500uL; concentracion de la muestra: 0.1 mg/uL.
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6.3 Elucidacion Estructural.

6.3.1 Acido Glicosidico.

El registro de los espectros unidimensionales de RMN 'H y "*C de los compuestos
fue el primer paso realizado para obtener informacion general acerca de la
estructura del nucleo oligosacéarido constitutivo de las resinas glicosidicas del
extracto cloroférmico de la rifonina. La primera observacién importante fue el
nuamero de sefales dobles observadas entre los desplazamientos quimicos de 1 a
2 ppm en el espectro de RMN 'H. Estas corresponden a los protones de los
grupos metilo de las 6-desoxihexosas y son sefales diagndsticas que
constituyeron las evidencias necesarias para establecer el nimero de unidades
monosacaridas presentes en el nucleo oligosacarido que, en este caso, era de
cinco. El nucleo oligosacarido de los compuestos correspondié al acido simdnico
B previamente identificado como el ndcleo oligosacarido de las resinas
glicosidicas de dos muestras de la riflonina (Ver Antecedentes, Tabla 3), una
comercial (Escobedo-Martinez y Pereda-Miranda, 2007) y otra silvestre (Pereda-
Miranda et al., 2005).

Con el auxilio de las técnicas espectroscopicas bidimensionales en la RMN
(COSY, TOCSY) y al considerar que el nucleo esta compuesto por cinco
metilpentosas, se pudo resolver la asignacion de las sefales para los protones de
los metinos centrados entre 4.0 y 5.7 ppm. Esta zona presenté una gran
complejidad producto de la sobreposicién de las senales. Se logré identificar la
presencia de la fucosa como la quinta unidad sacarida del nucleo oligosacérido a
través de los valores para las constantes de acoplamiento observados para esta
unidad sacarida (Pereda-Miranda et al, 2003). Finalmente, las correlaciones a
larga distancia *®Jon permitieron establecer la secuencia de glicosidacion y

proponer la estructura molecular del &cido glicosidico.
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6.3.2 Compuestos aislados.
Las figuras ilustran las estructuras de los compuestos aislados a partir del extracto

cloroférmico de la rinonina.

Figura 12. Estoloniferina IX (1).

(1) Estoloniferina IX (FVILIV). Sdélido blanco; p.f. 128-132 °C. [ao]p -30.6 (MeOH,
¢ 1.0). RMN'H y '®C (tablas 23 y 24). FABMS (modo negativo) m/z 1221 [M-H]J,
1067 [M-H-C+0H150], 965, 837, 691, 545, 417, 271.

Figura 13. Pescapreina XIX (2).

(2) Pescapreina XIX (FVILV). Sélido blanco; p.f. 121-123 °C. [a]p -32.5 (MeOH,
¢ 0.5). RMN'H y '3C (tablas 23 y 24). FABMS (modo negativo) m/z 1235 [M-H]J,
1165 [M-H-C4HsOJ, 1019, 837, 545, 417, 271.
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CHj3

Figura 14. Estoloniferina X (3)

(3) Estoloniferina X (FVILVI). Sélido blanco; p.f. 125-130 C. [o]p -37.1 (MeOH, ¢
1.03). RMN'H y '3C (tablas 23 y 24). FABMS (modo negativo) m/z 1249 [M-HJ,
1165 [M-H-CsHgOJ, 1067 [M-H-C12H2:0]’, 1019, 837, 545, 417, 271.
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Figura 15. Pescapreina XX (4)

(4) Pescapreina XX (FVIL.VII). Sélido blanco; p.f. 120-122 °C. [a]p -60 (MeOH, ¢
0.81). RMN'H y '3C (tablas 23 y 24). FABMS (modo negativo) m/z 1263 [M-HJ,
1165 [M-H-CgH100]’, 1081 M-H-C12H2:0]’, 1019, 837, 545, 417, 271.
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Debido a que los compuestos aislados poseen al acido siménico B como su
nucleo oligosacarido constitutivo, la elucidacién estructural de cada uno de estos
constituyentes individuales, se realizé6 mediante la comparacion de sus respectivas
constantes espectroscépicas y su diferenciacién se logré a través del andlisis
individual de la espectrometria de masas. [Estos compuestos presentan
practicamente las mismas sefiales en los espectros RMN 'H y '*C. Sin embargo,
presentan diferencias en sus pesos moleculares debido a la diversidad en los
acidos que se encuentran esterificando las unidades sacaridas de la cadena
glicosidica.

6.3.2.1 Asignacion de sefales de RMN 'Hy '°C.
La asignacion de las sefiales de RMN 'H y '*C se realiz6 mediante técnicas

bidimensionales homonucleares (COSY, TOCSY). Este analisis permitio la

asignacion de las cuatro unidades de ramnosa y la Unica unidad de fucosa.
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Estoloniferina IX
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Figura 16. Espectros RMN 'H (500 MHz, CsDsN) de la estoloniferina IX y X y de las pescapreinas XIX y
XX. Se indican las sehales que identifican los residuos de 2-metabutanoilo (mb, H-2), isobutanoilo (ib, H-2), n
hexanoilo (hx, H-2), n-decanoilo (dl, H-2) y n-dodecanoilo (ddl, H-2)
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Figura 17. Espectros RMN '*C (125 MHz, CsDsN) de la estoloniferina IX y X y de las pescapreinas XIX y
XX. Se indican las sefales que identifican los carbonos de los residuos de 2-metabutanoilo (mb, C-1),
isobutanoilo (ib, C-1), n-hexanoilo (hx, C-1), n-decanoilo (dl, C-1) y n-dodecanoilo (ddl, C-1).
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A continuacion se muestra el procedimiento para la asignacién de las sefnales de
la pescapreina XIX.

F3C
(e}
o 530 Ram
FsC . C
FoC Ram
C C
C
C
cFa e CF
F3C C
FC a
Ram"
CF Cr

Clk3

Figura 18. Pescapreina XIX. Abreviaciones: Fuc = Fucosa, Ram = ramnosa interna superior, Ram’ = ramnosa
interna inferior, Ram” = ramnosa externa superior y Ram” = ramnosa externa inferior.
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La asignacion de las sefiales de RMN 'H y '3C se inicié localizando en el espectro

heteronuclear HSQC

los carbonos anoméricos

(desplazamientos quimicos

alrededor de 98-100 ppm) y sus correspondientes protones. En la siguiente figura

se ilustran las correlaciones anoméricas observadas para la pescapreina XIX.
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Figura 19. Seccion anomérica del espectro HSQC de la pescapreina XIX.
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Posteriormente, el andlisis de los espectros homonucleares COSY y TOCSY en

forma simultanea, permitidé la asignacién de las senales correspondientes a los

metinos de cada monosacarido del nucleo oligosacéarido, estableciendo las

conectividades registradas en los experimentos bidimensionales. En la figura 20

se muestran los cuadros de conectividad para la secuencia de 'H—'H de la

ramnosa externa (Ram”) de la pescapreina XIX. Los cuadros de conectividad se

inician con el protéon H-1 anomérico de cada unidad sacérida y cuya asignacion se

obtiene a partir del analisis bidimensional HSQC.
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Figura 20. Seccion del espectro COSY de la porcion olisogacarida de la pescapreina XIX.
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El espectro homonuclear TOCSY permite verificar la secuencia de acoplamientos
para cada una de las unidades monosacaridas. En la figura 21 se muestra la
porcidn oligosacarida de la pescapreina XIX en el experimento TOCSY vy se
indican las sefales 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,
H4-Hs de la fucosa, impidiendo la identificaciéon de la secuencia completa. El
experimento TOCSY permite el establecimiento de la secuencia total de las
interacciones vecinales entre los hidrégenos 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 protén anomérico para
identificar los desplazamientos quimicos de las resonancias de todos los metinos
en cada unidad sacarida.
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Figura 21. Seccion del espectro TOCSY de la porcion olisogacarida de la pescapreina XIX.
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Después de identificar y diferenciar las sefales de los metinos para cada
monosacarido, por medio de los experimentos COSY y TOCSY, se procedié con la
asignacion de los desplazamientos de '*C mediante el andlisis del experimento
HSQC de la misma manera que en la figura 19. Posteriormente se comprobd la
secuencia de glicosidacién mediante las correlaciones 'H-'3C observadas en el
espectro HMBC en la regidon oligosacarida a través de conectividades
interglicosidicas entre los protones anoméricos con los carbonos de las unidades
sacaridas vecinales (3Jc.h). La figura 22 ilustra las conectividades para la
pescapreina XIX mostrando las correlacciones entre los monosacaridos.
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Figura 22. Seccion de la region oligosacarida de la pescapreina XIX del espectro HMBC.
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Los experimentos unidimensionales (*H y '3C) y bidimensionales (COSY, TOCSY
y HMBC) discutidos hasta este momento permitieron deducir los tipos de
monosacaridos y la secuencia de glicosidacion en el nucleo oligosacarido.

Una vez establecida la secuencia de glicosidacion se procedié a la asignaciéon de
los carbonilos mediante la secuencia de pulsos HMBC a partir de sus
acoplamientos con los hidrégenos alfa al carbonilo de la aglicona (el grupo
metileno H-2) y los metinos H-2 de cada uno de los grupos acilantes.

TN,

| ¥ Iy i
- L

|ha H-3 clehl H-2 | jal H-2
1

ik gl T

]
ddl C-1 i ; |

[

fal G-1 |

b -1

r IR - (N L} 1-4 1 pae

Figura 23. Seccion del espectro HMBC de la pescapreina XIX. Se muestran las correlaciones entre los
carbonos de los carbonilos de cada uno de los ésteres con los hidrégenos en posicion a-carbonilo.
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Los sitios de acilacién se dedujeron a partir de las correlaciones 'H y *C (PJcn)
en el experimento HMBC, entre los carbonos del carbonilo de cada uno de los
acidos con las senales proténicas geminales a estos grupos acilantes. La figura
24 ilustra estas conectividades, en donde la interaccion entre el H-2 de la ramnosa
interna con el C-1 de la aglicona permiti6 identificar el sitio de lactonizacion.
También se pudieron observar las conectividad entre C-1 de los acidos (172.9 y
176.4) con los metinos en las posiciones H-2 de la Ram’ y H-4 de la Ram”,

respectivamente.
Ram H-2 Ram’H-2 Ram" H-4
| ERIE []
f l'!
- (LT T e
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Ila C-1

Figura 24. Seccion del espectro HMBC de la pescapreina XIX. Se muestran 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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Cabe senalar que la diferencia observada en los desplazamientos quimicos de los
metinos de la posicion C-2 y C-3 de la unidad de ramnosa interna superior de las
pescapreinas Il y IV con respecto a las pescapreinas XIX y XX se debe a la
posicion de lactonizacién ya que para las primeras ocurre en la posicién C-3
mientras que en las ultimas sucede en la posicién C-2.
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Figura 25. Region anomérica del espectro de RMN H para las pescapreinas Il y IV y para las
pescapreinas XIX y XX.
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Tabla 23. Datos RMN 'H de la estoloniferina IX-X y pescapreinas XIX-XX (500 MHz)

Proton EstoloniferinaIX  Estoloniferina X Pescapreina XIX  Pescapreina XX
fuc-1 4.72d (7.3) 4.73d (7.3) 4.73d (7.6) 4.78d (7.9)
2 4.20dd (7.3, 9.8) 4.15dd (7.3, 9.5) 4.52dd (9.5, 7.6) 4.50 dd (9.5, 7.9)
3 4.06 dd (9.8, 3.4) 4.06 dd (9.5, 3.4) 4.19dd (9.5, 3.4) 4.16 dd (9.5, 3.3)
4 3.98d (3.4) 3.98d (3.4) 3.91d(3.4) 3.89d (0.33)
5 3.76 q (6.1) 3.77 q (6.4) 3.82q(6.4) 3.789 q (6.4)
6 1.52d (6.1) 1.50d (6.4) 1.51d (6.4) 1.49d (6.4)
Ram-1 5.48d (1.2) 5.48d (1.5) 6.02d (1.4) 6.32d (1.0)
2 5.94dd (1.2, 3.1) 5.94 dd (1.5, 3.4) 5.61dd (9.8, 2.8) 5.58 dd (10.1, 2.5)
3 5.00 (dd 3.1, 9.5) 5.01 (dd 3.4, 9.5) 5.30 dd (2.8, 1.5) 5.29 dd (2.5, 1.0)
4 4.23dd (9.5, 9.5) 4.21dd (9.5, 9.5) 4.63 dd (9.8, 9.8) 4.61dd (10.1, 10.1)
5 4.43dq (9.5, 6.1) 4.43dq (9.5, 6.1) 5.00dq (9.8, 6.7) 4.98dq (10.1, 6.2)
6 1.61d(6.1) 1.61d (6.1) 1.58 d (6.7) 1.55d (6.2)
ram’-1 6.14d (1.5) 6.14d (1.5) 5.60d (1.5) 5.63d (1.5)
2 6.00dd (1.5, 3.1) 6.00 dd (1.5, 3.1) 5.90 dd (3.3, 1.5) 5.80 dd (2.0, 1.5)
3 4.58 dd (3.1, 8.9) 4.58 dd (3.1, 8.9) 4.52dd (8.7, 3.3) 4.50 dd (9.4, 2.0)
4 4.28dd (8.9, 8.5) 4.28 dd (8.9, 8.5) 4.25dd (8.7, 8.7) 4.20 dd (9.4, 9.4)
5 434 dqg (8.5, 6.1) 4.34 dq (8.5, 6.1) 4.32dq (8.7, 6.4) 4.31dqg (9.4, 6.0)
6 1.65d (6.1) 1.64d (6.1) 1.60d (6.4) 1.57 d (6.0)
ram”-1 5.91sa 5.91sa 5.96 sa 5.90 sa
2 4.66dd (1.0, 3.1) 4.67 dd (1.5, 3.1) 4.62dd (3.3, 1.3) 4.61dd (3.2,1.0)
3 4.46 dd (3.1, 9.5) 4.46 dd (3.1, 9.5) 4.42 dd (9.8, 3.3) 4.41dd (9.7, 3.2)
4 5.77 dd (9.5, 10.1) 5.78 dd (9.5, 9.5) 5.76 dd (9.8, 9.8) 5.78 dd (9.7,9.7)
5 4.38dq (10.1,6.1) 4.36dq (9.5, 6.1) 4.33dd (9.8, 6.1) 4.33dqg (9.7, 6.2)
6 1.39d (6.1) 1.39d (6.1) 1.38d (6.1) 1.38d (6.2)
ram”-1 5.59 sa 5.59 sa 5.56 sa 5.55sa
2 4.80dd (1.0, 2.9) 4.80dd (1.0, 3.5) 4.78 dd (3.0, 1.3) 4.76 dd (3.0, 1.0)
3 4.47dd (2.9, 9.2) 4.48 dd (3.5, 9.5) 4.51 dd (9.5, 3.0) 4.50 dd (9.2, 3.0)
4 4.21dd (9.2,9.2) 4.22 dd (9.5, 9.5) 4.21 dd (9.5, 9.5) 4.24 dd (9.2,9.2)
5 4.28dqg (9.2, 6.1) 4.29dq (9.5, 6.1) 4.27 dq (9.5, 5.8) 4.27 dqg (9.2, 6.0)
6 1.59d (6.1) 1.59d (6.1) 1.71d (5.8) 1.68 d (6.0)
jal-2 2.26 m 225m 228 m 224m

240m 240m 2.93t(12.5) 291t (12.7)
11 3.85m 3.85m 3.87m 3.89m
16 0.851(7.0) 0.871(7.3) 0.861(7.0) 0.831(6.7)
iba-2 2.64 sept (7.0)
3 1.17d (7.0)
3 1.20d (7.0)
mba-2 2.501tq (7.0, 7.0) 2.501q (6.7, 6.7)
2-Me 0.931(7.3) 0.931(7.3)
3-Me 1.20d (7.0) 1.20d (6.7)
hexa-2 2.38m
6 0.751t(7.1)
deca-2 2.371(7.3)
10 0.88 t(6.7)
dodeca-2 2.37t(7.4) 2.381(7.3) 2.35t(7.5)
12 0.881(7.0) 0.95t(7.0) 0.911(6.8)

Datos registrados en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (d) estan en ppm en relacién al TMS.
Los acoplamientos (J) se encuentran en paréntesis y se expresan en Hz.
Abreviaciones: sa = sefial simple ancha, d = sefal doble, t = sefal triple, q =sefial cuadruple, m = sefal

multiple.

Las asignaciones se basaron en los experimentos 'H-"H COSY y TOCSY.

Abreviaciones:

Fuc = Fucosa,

Ram = Ramnosa, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo,

ib = isobutanoilo, hexa = n-hexanoilo, deca = n-decanoilo, dodeca = n-dodecanoilo

mb = 2-metilbutanoilo,
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Tabla 24. Datos RMN "3C de la estoloniferina IX-X y pescapreinas XIX-XX (125 MHz)

Carbono Estoloniferina IX  Estoloniferina X Pescapreina XIX  Pescapreina XX
fuc-1 103.3 103.3 103.6 101.2
2 73.0 73.4 73.0 73.0
76.3 76.7 76.3 76.3
4 73.2 73.6 73.2 73.2
5 70.9 71.3 70.9 70.9
6 16.8 17.1 16.8 16.8
ram-1 98.8 98.8 99.1 99.9
2 77.4 77.8 77.4 77.5
3 69.4 69.8 69.4 69.4
4 77.6 78.1 79.0 77.6
5 67.6 67.9 67.5 67.5
6 18.8 19.2 18.8 18.8
ram’-1 98.5 98.5 98.8 98.9
2 72.6 73.0 72.6 72.6
3 79.9 80.3 80.0 79.9
4 78.8 79.2 79.9 78.7
5 67.9 68.4 67.9 67.9
6 18.4 18.8 18.4 18.4
ram”-1 104.0 104.0 104.3 103.3
2 72.3 72.7 72.3 72.3
3 69.8 70.2 69.8 69.8
4 74.4 74.8 74.4 747
5 67.8 68.2 67.7 67.7
6 17.4 17.9 17.5 17.5
ram”-1 104.3 104.3 104.7 104.0
2 72.3 72.6 72.3 72.2
3 72.2 72.6 72.2 721
4 73.3 73.7 73.4 73.4
5 70.4 70.8 70.4 70.4
6 18.4 18.8 18.4 18.4
jal-1 174.5 174.9 173.9 176.0
2 33.3 33.7 33.3 33.3
11 78.9 74.9 79.0 79.0
16 13.9 14.3 13.9 13.9
iba-1 176.4
2 41.2
3 11.4
3 16.6
mba-1 175.9 176.4
2 41.2 41.6
2-Me 16.6 17.0
3-Me 11.4 11.8
hexa-1 173.1
2 34.0
6 13.6
deca-1 172.6
2 34.0
10 14.0
dodeca-1 173.0 172.9 173.0
2 34.4 34.0 34.2
12 14.4 14.0 14.0

Datos registrados en CsDsN. Los desplazamientos quimicos (8) estan en ppm en relacion al TMS.

Todas las asignaciones se basaron en los experimentos HMBC.

Abreviaciones: Fuc = Fucosa, Ram = Ramnosa, Jal = 11-hidroxihexadecanoilo, mb = 2-metilbutanoilo,
ib = isobutanoilo, hexa = n-hexanoilo, deca = n-decanoilo, dodeca = n-dodecanoilo
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6.4 Analisis de los Espectros de Masas.

Los espectros de masas FAB (modo negativo) de las estoloniferinas IX y X y de
las pescapreinas XIX y XX permitieron calcular la férmula molecular para cada uno
de ellos. En cada uno de los espectros se observaron picos comunes provocados
por las rupturas de los enlaces glicosidicos, similares a los generados por las
operculinas presentes en Ipomoea operculata (Ono et al., 1990c). La figura

siguiente ilustra el patron de fragmentacién caracteristico para esta clase de

moléculas.
—> C
|ﬁ1 B (CHS)
%
O (CHa)4
A — E — F
(m/z 545) | (m/z 417)
R> O—— Ram™——O——Ram’ O Ram O Fuc— O ——CH
O (CH2)o
Lam’” O C=

—> D (m/z 837)

Figura 26. Patron de fragmentacion para la serie de las pescapreinas.

De acuerdo a los espectros de masas FAB (modo negativo), las estoloniferinas y
las pescapreinas mostraron patrones de fragmentacién semejantes ya que todas
presentaron los iones D, E y F, sin embargo, para establecer las diferencias entre
cada uno de los compuestos resultd de utilidad analizar las diferencias de peso
que hay entre sus respectivos iones pseudomoleculares [M-1] y los iones A y B.
Estas diferencias corresponden a las pérdidas de los acidos que esterifican los
nucleos oligosacaridos, tomando como referencia la figura 26 que representa la
fragmentacién de los compuestos aislados, se obtuvieron los siguientes

fragmentos:
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Para la estoloniferina IX, el fragmento B (m/z 1067) que corresponde a la pérdida
del residuo de decanoilo con una diferencia de 154 unidades con respecto al ion
pseudomolecular [M-1] 1221 unidades. El fragmento A no se registro en el
espectro pero el fragmento D fue el que presenté una correlacion con la pérdida
de un residuo de 2-metilbutanoilo. El fragmento D equivale a una m/z de 837 [M -
H - CioH1sO — CeH10O4 — CsHgO] que corresponde a una diferencia de 384
unidades con respecto al ion pseudomolecular [M-1] 1221 unidades.
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Figura 27. Espectro de masas FAB (modo negativo) de la estoloniferina IX.

Para la pescapreina XIX, se observé el fragmento A (m/z 1165) que corresponde a
la pérdida del residuo de isobutanoilo con una diferencia de 70 daltons con
respecto al peso del ion pseudomolecular [M-1] de m/z 1235 unidades. El
fragmento D fue el que presentd la correlacion con la pérdida de un residuo de n-
dodecanoilo pues no se registré ningun fragmento correspondiente al pico B en el
espectro de este compuesto. El fragmento D equivalente a una m/z 837 [M - H -
C12H220 — CgH1004 — C4HgO] que corresponde a una diferencia de 398 unidades
con respecto al ion pseudomolecular [M-1] de m/z 1235.
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Figura 28. Espectro de masas FAB (modo negativo) de la pescapreina XIX.
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Para la estoloniferina X, se observé el fragmento A (m/z 1165) que corresponde a
la pérdida del residuo de 2-metilbutanoilo con una diferencia de 84 unidades con
respecto del ion pseudomolecular [M-1] de m/z 1249 unidades. EI fragmento B
(m/z 1067) corresponde a la pérdida del residuo de dodecanoilo con una diferencia
de 182 unidades con respecto al peso de ion pseudomolecular [M-1] de m/z 1249
unidades.
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Figura 29. Espectro de masas FAB (modo negativo) de la estoloniferina X.

Para la pescapreina XX, el fragmento A de m/z 1165 corresponde a la pérdida del
residuo de n-hexanoilo con una diferencia de 98 unidades con respecto del ion
pseudomolecular [M-1] de m/z 1263 unidades. El fragmento B de m/z 1081
corresponde a la pérdida del residuo de dodecanoilo con una diferencia de 182
unidades con respecto al peso de ion pseudomolecular [M-1] de m/z 1263

unidades.
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Figura 30. Espectro de masas FAB (modo negativo) de la pescapreina XX.
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VIl. CONCLUSIONES.

Utilizando las técnicas de cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) se
obtuvieron 2 lipopentasacaridos novedosos en la literatura, las pescapreinas
XIX y XX, provenientes de las resinas glicosidicas solubles en cloroformo de
Ipomoea pes-caprae, junto con las estoloniferinas IX y X que se identificaron
por primera vez en esta especie y que representan constituyentes de
estructura conocida y aislados previamente de Ipomoea stolonifera.

Las técnicas analiticas desarrolladas para la purificacion de los constituyentes
individuales de la riflonina podran ser utilizadas como protocolos analiticos
para el desarrollo de técnicas instrumentales para el control de calidad de los

preparados herbolarios que contengan este material vegetal.

El empleo de las técnicas analiticas de alta resolucion en la resonancia
magnética nuclear (500 MHz) y la espectrometria de masas (FAB) permitieron
la caracterizacion estructural de los compuestos novedosos y, de esta forma,
se logré ampliar el conocimiento sobre la diversidad en la composiciéon quimica

de las resinas glicosidicas de la rifionina.

Las pescapreinas XIX y XX asi como las estoloniferinas IX y X presentaron
como nucleo oligosacarido al acido simonico B:

11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)- O-[ O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)- O-B-D-fucopiranésido del
acido (11S)- hidroxihexadecanoico.

Este nucleo oligosacarido también se encuentra presente en las fracciones
insolubles en éter de las plantas Ipomoea stolonifera, Ipomoea batatas,

Ipomoea murucoides e Ipomoea pes-caprae.
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Los residuos acilantes de los nucleos oligosacaridos se identificaron como el
(2S)-metilbutanoilo, el n-hexanoilo, el isobutanoilo, el n-decanoilo y el n-
dodecanoilo. Todos los compuestos aunque presentaron el mismo nuacleo
oligosacarido estan esterificados por los distintos residuos acidos en la
posicion 2 de la ramnosa interna inferior (Ram’) y en la posicion 4 de la

ramnosa externa superior (Ram”).

El sitio de lactonizacion del nucleo oligosacarido por la aglicona se localizé en

la posicion C-2 en las pescapreinas XIX y XX y en las estoloniferinas IX y X.

Las pescapreinas XIX y XX no han sido descritas y la principal diferencia
estructural con respecto a las simoninas lll a V es el residuo de dodecanoilo en
la posicion 4 de la ramnosa externa superior. Ademas, las pescapreinas
aisladas son diasteroisomeros de las pescapreinas Il y IV, ya que en éstas
ultimas el éster macrociclico se establece en la posicibn 3 de la unidad
sacarida de ramnosa interna superior (ver Figura 25), mientras que en las
pescapreinas XIX y XX se localiza en la posicion 2 de esta misma unidad.
Estos compuestos tienen la misma férmula molecular y sus espectros de
masas son idénticos. Difieren sus valores para las constantes fisicas (punto de
fusion y rotacion dptica), asi como en los espectros de resonancia magnética
nuclear, en donde, gracias al experimento HMBC se estableci6 la posicién de
lactonizacién.
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De acuerdo con la informacion espectroscopica y espectrométrica analizada se
propusieron las siguientes estructuras para las pescapreinas XIX y XX, asi

como las estructuras ya conocidas de las estoloniferinas IX 'y X.

Pescapreina XIX: Ester intramolecular 1,2”-11 -O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-
O-[{4- O-isobutanoil}-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]- O-{2- O-n-dodecanoil}-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopirandsido del

acido (11S)-hidroxihexadecanoico.

Pescapreina XX: Ester intramolecular 1,2”-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-
O-[{4- O-n-hexanoil}-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-O-{2- O-n-dodecanoil}-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopirandsido del
acido (11S)-hidroxihexadecanoico.

Estoloniferina IX: Ester intramolecular 1,2”-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)-
O-[{4-O-(2S)-2-metilbutiril}-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]- O-{2- O-n-decanoil}-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopirandésido del
acido (11S)-hidroxihexadecanoico.

Estoloniferina X: Ester intramolecular 1,2”-11-O-a-L-ramnopiranosil-(1—3)- O
[{4-O-(25)-2-metilbutiril}-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]- O-{2- O-n-dodecanoil}-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-fucopiranésido del
acido (11S)-hidroxihexadecanoico.
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